Avaliação da composição nutricional de biomassa fermentada de aveia em flocos por culturas mistas de fungos filamentosos by Siqueira, Millena Araujo de Souza
  
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS  
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA DE 
ALIMENTOS 
 
 
 
MILLENA ARAUJO DE SOUZA SIQUEIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Avaliação da composição nutricional de biomassa fermentada 
de aveia em flocos por culturas mistas de fungos filamentosos  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palmas 
2019 
  
MILLENA ARAUJO DE SOUZA SIQUEIRA 
 
 
 
 
 
 
Avaliação da composição nutricional de biomassa fermentada 
de aveia em flocos por culturas mistas de fungos filamentosos 
 
 
 
 
Dissertação apresentada à Coordenação do 
Programa de Pós-Graduação em Ciência e 
Tecnologia de Alimentos da Universidade 
Federal do Tocantins para obtenção do título 
de mestre em Ciência e Tecnologia de 
Alimentos. 
Linha de pesquisa: Biotecnologia aplicada à 
indústria de alimentos. 
Orientador: Dr. Alex Fernando Almeida. 
Coorientadora: Dra. Caroline Roberta Freitas 
Pires. 
 
 
 
 
 
 
Palmas 
2019 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico a ti Deus. 
Toda honra, toda glória e todo louvor 
sejam dados a ti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
AGRADECIMENTOS 
Á Deus e seu filho Jesus pelo dom da vida por me guiar a cada dia e por nunca permitir 
que eu me sentisse sozinha nessa jornada. 
Ao meu esposo Gleison que sempre esteve comigo durante todos os desafios e sempre 
me apoia na realização dos meus sonhos. Te amo infinitamente! 
Aos meus pais Claudemiro e Geneci pessoas simples e honestas que sempre me 
ensinaram o caminho do bem e o valor da educação, que abriram mão de seus próprios 
sonhos e expectativas para que eu pudesse estudar e ter um futuro melhor. E claro a 
minha irmã Jakellini, por ser minha primeira “cobaia” de todos os testes da vida por 
todo carinho e dedicação.Amo vocês 3.000! 
Ao meu orientador professor Dr. Alex Fernando de Almeida por me acolher, por toda 
paciência, ensinamentos e por acreditar em mim, mas principalmente por me dar a 
oportunidade de conhecer a biotecnologia e a microbiologia. Minha imensa gratidão! 
Á Lohana que se tornou minha amiga durante esse processo, obrigada por sempre me 
estender a mão, os ouvidos e seu conhecimento te admiro pessoal e profissionalmente.  
Ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos (LMA), por ter sido meu QG durante o 
desenvolvimento da minha pesquisa. A professora DraClaúdiaCristina Auler do Amaral 
Santos por todo apoio, incentivo, ensinamento e carinho durante minha estadia no 
laboratório. A toda família LMA em especial Jéssica Durães, Priscila Furoni, Paola 
Maciel e Ianna Kelly meninas, sem vocês essa caminhada não teria graça, obrigada por 
cada palavra. 
A cada docente do Programa de Pós-graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, 
quanto aprendizado em cada disciplina! Aos meus colegas de pós-graduação por todo 
conhecimento compartilhado. 
A cada técnico de laboratório e colegas de outros programas de pós-graduação da UFT, 
que se dispuseram em me ensinar e auxiliar nas análises realizadas. 
A UFT por abrir suas portas para minha formação acadêmica desde a graduação. 
A CAPES pelo auxílio financeiro durante a realização dos experimentos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Deus se deleita em ocultar as coisas; os 
estudiosos em descobrir as coisas.” 
Provérbios 25.2- A Mensagem 
 
 
 
 
  
RESUMO 
O uso de microrganismos em bioprocessos é comum para extração de metabólitos de 
interesse sendo mais utilizados os fungos. Existem fungos capazes de produzir e 
acumular ácidos graxos, principalmente os poli-insaturados. As linhagens utilizadas 
nesse trabalho para produção de lipídios foram Cunninghamella echinulata, Mucor 
circinelloides ATCC 38313, Pleurotus ostreatus. Testes para determinação do 
crescimento das linhagens foram realizados para avaliar a influência de nutrientes no 
crescimento. Posteriormente foi realizado teste de compatibilidade in vitro entre as 
linhagens de fungos filamentosos. As interações entre M. circinelloides ATCC 38313e 
C. echinulata foi do tipo entrelaçamento mútuo em ágar batata dextrose e inibição ao 
ponto de contato em ágar extrato de malte. A interação P. ostreatus e C. Echinulata 
apresentou invasão/substituição em ágar batata dextrose e entrelaçamento parcial em 
ágar extrato de malte; a interação P. ostreatus e M. circinelloides ATCC 
38313apresentou entrelaçamento parcial em ágar batata dextrose e invasão em ágar 
extrato de malte. Para avaliar a capacidade desses fungos em acumular lipídeo, utilizou-
se duas técnicas: o cultivo submerso e o cultivo em estado sólido. Como substrato em 
cultivo submerso foi utilizado caldo batata dextrose e para cultivo em estado sólido 
aveia. O cultivo submerso de C. echinulata apresentou os maiores teores de lipídeo 
(34%), seguido por M. circinelloides ATCC 38313 (14,33%) e a cultura mista de C. 
echinulata e M. circinelloides ATCC 38313 (6,73% de lipídeo) P. ostreatus apresentou 
o menor teor de lipídeo em cultura pura (1,19%) e nas culturas mistas (0,37% e 0,52%). 
O cultivo em estado sólido apresentou enriquecimento em todas as culturas para os 
parâmetros fibras e cinzas e maiores teores de proteínas, exceto para cultura pura deP. 
ostreatus. Nos parâmetros carboidratos e quilocalorias houveram reduções quando 
comparados com o substrato, exceto para a cultura mista de M. circinelloides e C. 
echinulata. Os lipídios apresentaram teores de 4,29 % para C. echinulata e 3,91% em 
M. circinelloides ATCC 38313, P. ostreatus apresentou o menor teor de lipídios 
(0,11%). A biomassa obtida após fermentação tem potencial para utilização no 
desenvolvimento de produto alimentício por possuir características de alimento 
funcional. 
 
Palavras chave: Fungos oleaginosos; biomassa fermentada; parâmetros nutricionais; 
cultivo em estado sólido; cultivo submerso. 
 
  
 
ABSTRACT 
The use of microorganisms in bioprocesses is common for extraction of metabolites of 
interest being the fungi the most used. There are fungi capable of producing and 
accumulating fatty acids, especially polyunsaturated ones. The strains used in this work 
for lipid production were Cunninghamella echinulata, Mucor circinelloides ATCC 
38313andPleurotus ostreatus. The growth rates of strains were performed to evaluate 
the influence of nutrients on growth. Subsequently, in vitro compatibility test was 
performed among filamentous fungi strains. The interactions among M. circinelloides 
ATCC 38313 and C. echinulata were interleaved in potato dextrose agar and contact 
point inhibition in malt extract agar. The interaction P. ostreatus and C. echinulata 
presented invasion/substitution in potato dextrose agar and partial interlacing in malt 
extract agar; the interaction P. ostreatus and M. circinelloides ATCC 38313 presented 
partial entanglement in potato dextrose agar and invasion in malt extract agar. The 
ability of these fungi to accumulate lipid was evaluated using two techniques: 
submerged cultivation and solid-state cultivation. As substrate in submerged cultivation 
was used potato dextrose broth and for solid-state cultivation oats flakes. Submerged 
cultivation of C. echinulata presented the highest lipid content (34%), followed by M. 
circinelloides ATCC 38313 (14.33%) and mixed culture of C. echinulata and M. 
circinelloides ATCC 38313 (6.73% lipid). P. ostreatus presented the lowest lipid 
content in pure culture (1.19%) and in mixed cultures (0.37% and 0.52%). The solid-
state cultivation showed enrichment in all cultures for fiber and ash parameters and 
higher protein contents, except for P. ostreatus single culture. For the carbohydrate and 
kilocalories parameters there was a reduction when compared to the substrate, except 
for the mixed culture of M. circinelloides and C. echinulata. Lipids presented 4.29% for 
C. echinulata and 3.91% for M. circinelloides ATCC 38313, P. ostreatus had the lowest 
lipid content (0.11%). Biomass obtained after fermentation has potential for use in food 
product development because it has functional food characteristics. 
 
Keywords: Oleaginous fungi; fermented biomass; nutritional parameters; solid-state 
cultivation; submerged cultivation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Alguns microrganismos são capazes de produzir e acumular lipídios no meio 
intracelular, sendo os principais grupos destes as leveduras, fungos filamentosos e 
microalgas. Os principais ácidos graxos produzidos por esses microrganismos são os 
chamados ácidos graxos essenciais ou poli-insaturados (AGPI). Alguns gêneros de 
fungos filamentosos são considerados oleaginosos, principalmente Mortierella, 
Cunninghamella, Mucor, Thamnidium, Pythium e Thraustochytrium são relatados como 
bons produtores de AGPI (BÉLIGON et al., 2016; CERTIK et al., 2006). 
O cultivo desses microrganismos para a produção de lipídios em processos 
industriais requer o uso de técnicas que visam potencializar esta produção. Duas 
técnicas que são conhecidas e descritas são os cultivos em estado sólido e submersos. A 
escolha da técnica depende dos objetivos específicos para aplicação, como alimentação 
e complementos alimentares, usos médicos e farmacêuticos e cosméticos aditivos. Além 
disso, é necessário atenção não só para a economia do processo de fermentação, mas 
também para a segurança dos produtos microbianos finais em termos de linhagens 
utilizadas e seus metabólitos tóxicos indesejados (CERTÍK, ADAMECHOVÁ e 
LAOTENG, 2012). 
Os AGPI e seus benefícios descritos para a saúde os tornam indispensáveis para 
um desenvolvimento saudável. Os AGPI são de grande importância, pois servem como 
precursores para a síntese de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos 
e leucotrienos), substâncias com uma variedade de efeitos, incluindo regulação da 
agregação plaquetária, trombose e inflamação (PADILHA e AUGUSTO-RUIZ, 2010; 
PEÑUELA-SIERRA, CASTAÑEDA-SERRANO e SANMIGUEL, 2015). 
Os ácidos graxos essenciais não são produzidos pelos humanos, por isso é 
necessário adquirir através da dieta. Eles estão reunidos em três famílias: ômega 3 (n-3), 
ômega 6, ômega 9. A família ômega-3 inclui ácido α- linolênico (ALA), ácido 
eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexanóico (DHA), a família ômega-6 (n-6) 
reúne o ácido γ-linolênico (GLA), ácido linoléico (LA), ácido araquidônico (ARA) e 
ácido linolênico conjugado (CLA), enquanto que a família ômega 9 (n-9) incluem o 
ácido oléico e o ácido palmitoléico.As principais fontes desses ácidos graxos são peixes 
de águas profundas e algumas fontes vegetais disponíveis são derivadas de sementes de 
prímula noturna (8-10% de GLA), sementes de borragem (24-25% de GLA) e sementes 
13 
 
de groselha preta (16-17% de GLA) (BÉLIGON et al., 2016; CERTÍK, 
ADAMECHOVÁ e LAOTENG, 2012). 
Os cereais estão associados à história da civilização, pois desde o início da 
escrita já é descrito o cultivo e consumo de cereais. Quando se trata dos lipídios, os 
grãos de cereais são muito baixos em gorduras com uma média de 3,6% em seu 
conteúdo calórico total. Enquanto o ácido linoleico é o principal ácido graxo da família 
n-6 encontrada nos grãos, o ácido γ-linolênico (família n-3) é detectado apenas em 
pequenas quantidades nos cereais. Portanto, as dietas à base de cereais tendem a ter uma 
alta razão n-6/n-3 e, além disso, são deficientes em outros ácidos graxos poli-
insaturados essenciais (CERTIK et al., 2006; BRANDT, 2014). 
A aveia (Avena sativa L.) é um cereal de importância entre os alimentos devido 
ao aporte energético e de nutrientes balanceados em aminoácidos, ácidos graxos, 
vitaminas, minerais e fibras alimentares. A aveia contém antioxidantes como tocoferol, 
ácido caféico, ácido ferúlico e avenasterol, compostos indispensáveis na saúde humana 
(KARAM, GROSSMANN e SILVA, 2001; GUIMARAES e SILVA, 2009; 
GUTKOSKI et al., 2009; SCHMIELE et al., 2011; DIAS et al., 2016). 
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2. OBJETIVOS 
 
 
Objetivo Geral 
 
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a interação entre diferentes 
culturas de fungos filamentosos produtores de ácidos graxos na elaboração de uma 
biomassa fermentada enriquecida. 
 
 
Objetivos específicos 
 
 Desenvolver culturas mistas de fungos filamentosos para a produção de 
ácidos graxos insaturados; 
 Avaliara acumulação de lipídios dos fungos filamentosos C. echinulata, 
M. circinelloides ATCC 38313 e P. ostreatus em culturas puras e mistas em cultivos 
submersos e em estado sólido com aveia em flocos; 
 Caracterizar a composição nutricional das biomassas fermentadas por 
fungos filamentosos quanto ao teor de cinzas, carboidratos, proteínas e valor calórico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
3. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
3.1 Lipídios e perfil de ácidos graxos 
 
Os lipídios consumidos pelos seres humanos originam-se de fontes animal 
(carne de boi e derivados, e peixes) e vegetal. A forma estrutural da maioria dos lipídios 
da dieta possui três ácidos graxos ligados a uma molécula de glicerol e é conhecida 
como triacilgliceróis (Figura 1). Com relação ao tamanho da cadeia carbônica, do 
número e da posição das duplas ligações e linearidade (que pode gerar 
esteroespecificidade, e configuração espacial cis e trans), os lipídios apresentam 
diferentes propriedades físicas e químicas. Os ácidos graxos apresentam diferentes 
tamanhos de cadeia de 3 a 24 átomos de carbono. Podem ainda ser classificados como 
saturados formados por ligações simples ou insaturados que apresentam ligações duplas. 
As ligações duplas em ácidos graxos insaturados os tornam quimicamente mais 
instáveis (BELL et al., 1997). 
 
Figura 1. Estrutura de um lipídeo 
 
Fonte: Adaptado de Graça, 2015. 
 
A classificação dos ácidos graxos através do número de carbonos e de duplas 
ligações denomina como monoinsaturadosos que possuírem apenas uma dupla ligação 
os que possuem duas ou mais duplas ligações são chamados de poli-insaturados (Tabela 
1). Os ácidos graxos poli-insaturados caracterizam-se por possuírem 18 ou mais átomos 
de carbono em sua estrutura química(BELL et al., 1997; BÉLIGON et al., 2016;COSTA 
et al., 2017). 
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Tabela 1. Nomenclatura IUAPAC dos principais ácidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. 
Fonte: Adaptado de Souza, Matsushita e Visentainer (1998) 
 
Nome comum Nomenclatura IUPAC Simbologia Fórmula Estrutural Fonte 
Mono-insaturados 
Ácido Palmitoléico Ácido 9-hexadenóico C16: 1 n-7: cis-9 C15H33COOH Gordura láctea 
Ácido Oléico Ácido 9-octadecenóico C18: 1 n-9: cis-9 C17H33COOH Azeite 
Ácido Elaídico Ácido trans 9-octadecenóico C18: 1 n- 9 trans-9 C17H33COOH Gordura láctea 
Poli-insaturados 
Ácido Linoléico Ácido 9,12-octadecadienóico C18: 2 n-6 9,12 C17H31COOH 
Óleo de amendoim, soja 
e milho 
Ácido α-linolênico Ácido 9,12,15-octadecatrienóico C18: 3 n-3 (9, 12, 1) C17H29COOH Óleo de soja 
Ácido γ-linolênico Ácido 6,9,12-octadecatrienóico C18: 3 n-6 (6, 9, 12) C17H29COOH 
Borragem 
(Boragoofficinallis) 
Ácido Araquidônico Ácido 5,8,11,14-eicosatetraenóico 
C20: 4 n-6 (5, 8, 11, 
14) 
C19H31COOH Gordura animal (banha) 
Ácido eicosapentaenóico 
Ácido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenóico 
C20: 5 n-3 (5, 8, 11, 
14, 1) 
C19H29COOH Peixe 
 Ácido docosahexaenóico 
Ácido 4,7,10,13,16,19-docosa-
hexaenóico 
C22: 6 n-3 (4, 7, 10, 
13, 16, 19) 
C21H31COOH Peixe 
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A nomenclatura química, comumente utilizada é a sistemática proposta pela 
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), na qual se inicia a 
numeração dos átomos de carbonos pelo grupo carboxila terminal (Figura 2A). Os 
átomos de carbono de número 2 e 3 em relação ao grupo carboxila, são denominados de 
carbonos α e β, respectivamente e o último carbono é o ômega ou n-carbono. A posição 
da dupla ligação é indicada pelo símbolo ∆, seguido por um número. A nomenclatura 
leva ainda em consideração o comprimento da cadeia hidrocarbonada, o número de 
ligações duplas existentes e a sua configuração geométrica [cis (c-) ou trans (t-)] 
(Tabela1). Porém quando se trata de ácidos graxos uma prática é aceita na identificação 
das moléculas iniciando pela numeração dos carbonos no grupo metil (ω- ou n-). Sendo 
assim a classificação ômega feita com base à posição da primeira dupla ligação, que se 
inicia a partir do grupo metílico final da molécula (Figura 2B), os ácidos graxos poli-
insaturados n-3 apresentam a primeira ligação dupla entre o terceiro e o quarto átomo de 
carbono, enquanto os ácidos graxos poli-insaturados n-6 têm a primeira ligação dupla 
entre o sexto e o sétimo átomo de carbono (ROSE e CONNOLY, 1999; COSTA et al., 
2017). 
 
Figura 2.Ácido Linoleico numeração dos átomos de carbono. 
 
Legenda: A: Ácido Linoleico 9, 12 cis, contagem a partir de grupo carboxílico; B: Ácido 
Linoleico 6, 9 cis contagem a partir de grupo metila. 
Fonte: o autor, 2019 
 
Os ácidos graxos monoinsaturados (AGMI) possuem apenas uma dupla ligação, 
sendo a principal justificativa para serem normalmente líquidos à temperatura ambiente. 
Os AGMI podem ser sintetizados pelos mamíferos ao contrário dos AGPI, porem sua 
importância por atuarem na prevenção e tratamento da hipercolesterolemia. O ácido 
oléico e o palmitoléico (Figura 3) são os principais representantes dos AGMI, tem uma 
dupla ligação localizada entre os carbonos 9 e 10 do grupo metil final, e é designado 
como ômega 9 (ou n-9), sua principal fonte é o azeite de oliva (BÉLIGON et al., 
2016;ROSE e CONNOLY, 1999). 
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Figura 3. Representação estrutural ácido oléico e palmitoléico. 
 
Fonte: Albuquerque, 2009. 
 
Os AGPI mais estudados são os ômegas 3 (n-3) e 6 (n-6).Trata-se de ácidos 
graxos essenciais, pois não são produzidos por humanos e, portanto, é necessário 
adquirir através da dieta. Os principais representantes da família ômega-3 incluem o 
ácido α-linolênico (ALA), ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexanóico 
(DHA). A família (n-6) reúne o ácido graxo linoléico (LA), ácido ɣ- linolênico (AGL) 
ácido araquidônico (ARA) (Figura 4) e ácido linolênico conjugado (ALC). As 
principais fontes desses ácidos graxos são peixes de águas profundas e algumas fontes 
vegetais disponíveis são derivadas de sementes de prímula noturna (8-10% de AGL), 
sementes de borragem (24-25% de AGL) e sementes de groselha preta (16-17% de 
AGL) (CERTÍK, ADAMECHOVÁ e LAOTENG, 2012; BÉLIGON et al., 
2016;COSTA et al., 2017). 
 
Figura 4.Representação estrutural dos ácidos linoleico e araquidônico. 
 
Fonte: Albuquerque, 2009. 
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3.2 Importância dos ácidos graxos essenciais na alimentação 
 
Os AGPI de cadeia longa, principalmente os ômega-3(n-3), sendo o ácido 
eicosapentaenóico (EPA, 20:5 n-3) e ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6 n-3) os 
principais representantes desse grupo, têm sido associados a uma diminuição do risco de 
doença crônica, em particular a mortalidade cardiovascular e o declínio cognitivo. Seus 
benefícios foram reconhecidos pela primeira vez no final dos anos 1960, quando 
evidências epidemiológicas da população Inuit, que consumiam uma dieta rica em n-3 
mostrou que eles têm uma baixa incidência de infarto do miocárdio (STARK et al., 
2016; ENDO eARITA, 2016). 
As ações dos AGPI contra doenças cardiovasculares têm sido demonstradas, 
pois reduzem a liberação de LDL-colesterol arterial na resposta inflamatória através da 
geração de resolvinas e neuroprotectinas e suprimem a proliferação de células 
musculares lisas vasculares reduzindo assim a capacidade de formação de trombos 
ateroscleróticos. É também componente estrutural importante da substância cinzenta do 
cérebro e da retina ocular. Os mecanismos ainda não foram elucidados, porém o 
consumo de ácidos graxos EPA e o DPA está associado a menor incidência de diabetes 
tipo 2.Ao contrário o consumo dietético insuficiente de AGPI leva ao aumento da 
ocorrência de eczema atópico, anormalidades nos sistemas cardiovascular, endócrino, 
nervoso, inflamatório, imunológico, respiratório e reprodutivo. Estima-se que menos de 
20% da população mundial consuma ≥250 mg/dia , enquanto a recomendação de 
ingestão diária seja de 11 a 18,6 g/dia a depender da faixa etária que está inserido o 
indivíduo(IOM, 2005; CERTIK et al., 2006; BELIGON et. al., 2016; STARK et al., 
2016;ZHENG  et al., 2018; ). 
O principal mecanismo protetor dos AGPI contra doenças cardiovasculares está 
no fato de que a membrana celular é composta de fosfolipídios que contêm vários tipos 
de ácidos graxos. Acredita-se que o comprimento e a saturação dos ácidos graxos 
presentes nos fosfolipídios afetam as propriedades das membranas celulares, alterando 
regiões que funcionam como plataformas de sinalização. Isso pode levar a ocorrência da 
supressão da sinalização de proteína cinase C a e a produção de interleucina 2 e o 
rompimento da dimerização e recrutamento do receptor Toll-like 4.Quando essa 
mudança ocorre no microambiente lipídico nos cardiomiócitos, leva a modulação da 
função do canal iônico, levando a efeitos antiarrítmicos (ENDO e ARITA, 2016; 
LANDS, BIBUS e STARK, 2018). 
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A elucidação dos benefícios do ômega-3 sobre o ômega-6 desde a década de 
1970 se dá devido à prevenção da conversão do ácido araquidônico (n-6) em 
prostaglandinas pró-inflamatórias (PGs) e leucotrienos (LTs) podendo gerar uma 
resposta inflamatória mais expressiva se comparado ao n-3, ou a sua capacidade de 
servir como substrato alternativo, produzindo mediadores menos potentes, tais como 
PGs e tromboxanos e LTs, porém atualmente já se sabe que estes produzem mediadores 
específicos para n-3 e n-6 que possuem estruturas químicas distintas e exercem seus 
efeitos anti-inflamatórios de maneira estereoespecífica. Dessa forma é possível 
determinar que é essencial o equilíbrio entre a razão da ingestão de n-3 e n-6 (ENDO e 
ARITA, 2016; LANDS, BIBUS e STARK, 2018) 
Atualmente nas sociedades ocidentais desenvolvidas é estimado que a ingestão 
média provê relações n-6/n-3 de 20:1 a 25:1, muito distante das que consumiam nossos 
antepassados (n-6/n-3 de 2:1 a 3:1) e  das atualmente recomendadas pela WHO/FAO 
(5:1 a 10:1). A esta importante consideração se agrega um aumento sustentado do 
consumo de gorduras em geral (além dos 30% da ingestão recomendada) que se 
correlaciona com um aumento na mortalidade por enfermidades cardiovasculares, 
consideradas como a primeira causa de morte no mundo ocidental desenvolvido e em 
desenvolvimento. Havendo assim a necessidade de um consumo de consciente de 
ácidos graxos, com uma razão n-6/n-3 balanceada (FAO, 1994; KATAN, 1995; 
EATON et al., 1998; ENDO e ARITA, 2016; LANDS, BIBUS e STARK, 2018). 
 
 
3.3 Fungos filamentosos produtores de lipídios 
 
Os microrganismos acumuladores de lipídios ou microrganismos oleaginosos 
possuem a capacidade de produzir e acumular conteúdo lipídico superior a 20% 
(especialmente triacilgliceróis, TG) de biomassa seca, podendo chegar até 80% de seu 
peso seco em algumas linhagens. Diversos gêneros microbianos, especialmente fungos 
e leveduras são amplamente conhecidos como produtores de alto teor lipídico sob 
condições específicas de cultivo (Tabela 2) (SANTAMAURO et al., 2014; LOPES et 
al., 2018; LI et al., 2019). 
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Tabela 2. Principais fungos produtores de ácidos graxos. 
Microrganismo % lipídeo total % AGPI ou AGMI Autor 
Cunninghamella echinulata 32-35 11-18 AGL Alakhras et al. (2015) 
Mucor circinelloides 25 17-32 AGL 
Kendrick e Ratledge 
(1992) 
Mucor circinelloides WJ11 36 - Tang et al. (2016) 
Mucor circinelloides URM 4182 - 
25,3 oléico 
19,3 linoleico  
18,3𝛼- linolênico 
Carvalho et al. (2018) 
Mucor circinelloides CBS 
108.16 
25 - 
Tang et al. (2015) 
Mortierella alpina CBS 696.70 
 
40 - 
Mucor circinelloides CBS 
277.49 
15 - 
Mucor fragilis UBOCC-A-
109196 
10-32 24,5 AGL 
Kosa et al. (2018) 
Cunninghamella 
echinulata VKM F-470 
32-35 24 AGL 
Mucor flavus 10-32 13 α- linolênico 
Mortierella alpina ATCC 32222 44,5 41,1 araquidônico 
Legenda: AGL- ácido gama linolênico. Valores expressos em % de peso seco. – dados não 
informados na fonte. 
Fonte: dados da literatura. 
 
Devido ao seu uso como aditivos alimentares ou suplementos nutricionais para a 
promoção da saúde, a produção de lipídios microbianos tem atraído atenção crescente 
devido a muitas vantagens, incluindo a utilização de uma ampla gama de substratos, o 
curto período de crescimento, clima e principalmente porque produz óleos semelhantes 
aos vegetais, porém não requer terras agrícolas para ser cultivado, evitando o 
deslocamento da produção de alimentos. Como é possível observar na Figura 5, nos 
últimos 10 anos houve cerca de 84.000 estudos com o tema “produção de lipídios por 
microrganismos” e na Figura 6 é possível visualizar o aumento no número de estudos a 
cada ano podendo ser justamente por seu potencial de utilização (CARVALHO et al., 
2015; LI et al., 2019). 
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Figura 5.Estudos publicados nas principais plataformas de busca num período de 10 anos com 
o indexador "microbial lipidproduction". 
 
Fonte: Base de dados Google Scholar, Science direct e Springer. 
 
Os lipídios fúngicos representam uma fonte potencial de gordura comestível, e 
sua produção é particularmente atraente quando substratos de custo baixo ou negativo 
são utilizados. Em particular, os fungos filamentosos oleaginosos têm a capacidade de 
produzir e acumular quantidades de lipídios e são considerados fontes alternativas para 
a produção de AGPI. A composição dos lipídios produzidos por fungos filamentosos é 
semelhante ao óleo vegetal, incluindo ácido láurico (C12:0), ácido mirístico (C14:0), 
ácido palmítico (C16:0), ácido esteárico (C18:0), ácido oleico (C18:1), ácido linoleico 
(C18:2), ácido γ-linolênico (C18:3) e ácido docahexeanoico (C22:6)de grande interesse 
para a indústria de alimentos devido seu potencial impacto na saúde do consumidor 
(CHEN e CHANG, 1996; CHEN e LIU, 1997; KAVADIA et al., 2001; GEMA et al., 
2002; FAKAS et al., 2006; SANTAMAURO et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; LI 
et al., 2019). 
 
Figura 6. Estudos publicados nas plataformas Science direct e Google Scholar de 2009- 2019 
com o indexador "microbial lipidproduction". 
 
Fonte: Base de dados Google Scholar, Science direct. 
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A linhagem de fungo filamentoso C. echinulata(Figura 7), é uma espécie de 
fungo que é capaz de sintetizar AGL (Tabela 2), quando é cultivada sob condições de 
nitrogênio limitado em meio contendo fonte de carbono (normalmente glicose) e 
energia. Apresenta alto rendimento na produção de lipídiossendo capaz de acumular 
entre 30 e 32% do seu peso seco, utiliza principalmente glicoseparaconversão de lipídio 
de cerca de 0,11 g por grama de glicose consumida gera uma produção de lipídios de 5 
g/L (ALAKHRAS et al., 2015). 
 
Figura 7.Cunninghamella echinulata cultivado em ágar batata dextrose 
.  
Fonte: o autor. 
 
Um dos organismos mais promissores para a produção de lipídios é o fungo 
zigomiceto M. circinelloides (Figura 8), pois é capaz de produzir óleo rico em ácidos 
graxos poli-insaturados, principalmente AGL, sendo este o primeiro microrganismo a 
ser usado comercialmente para produzir um óleo para consumo humano, óleo este rico 
em AGL. Sua exploração para produção de óleo microbiano começou por volta de 
1985. Este microrganismo é o mais estudado, portanto mais bem elucidado seu 
mecanismo de síntese de lipídios. É considerado como um microrganismo potencial 
para produção comercial devido ao seu alto poder de acumulação de lipídios (Tabela 2) 
(CARVALHO et al., 2015; TANG et al., 2016). 
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Figura 8.Mucor circinelloides CCM 8328, célula contendo ácido graxo. 
 
Fonte: Kosa et al., 2018. 
 
Outro fungo filamentoso de interesse na alimentação humana devido suas 
características nutricionais e principalmente o perfil de ácidos graxos é o P. ostreatus. 
Por se tratar de um basidiomiceto, o P. ostreatus possui corpos de frutificação que 
popularmente o torna conhecido como cogumelos comestíveis, estes por sua vez têm 
teor total de lipídios por volta de 2% a 6% do peso seco com uma prevalência em ácidos 
graxos insaturados além de que seu consumo diminui a concentração de triglicérides e 
de colesterol em seres humanos, o que é atribuído à presença de ácido linoleico, 
ergosterol e ergosta-derivados É considerado um alimento funcional devido à sua 
composição em metabólitos bioativos gerados durante seu crescimento (ALAM etal., 
2008; KALAC, 2009; SÁNCHEZ, 2010; BENAVIDES CALVACHE et al., 2015). 
Um fator que influencia a composição da fração de lipídios em basidiomicetos 
cultivadas é a temperatura durante a fase de frutificação, o qual para ser inferior a 17 °C 
pode aumentar a concentração total de lipídios e ácidos graxos insaturados 
(BENAVIDES CALVACHE et al., 2015). 
 
 
3.4 Biossíntese de lipídio microbiano 
 
O estudo da produção, acumulação de lipídios advindos de fungos filamentosos 
é crucial para obter os detalhes da biossíntese de lipídeos e sua regulação em eucariotos. 
Para produção de lipídios por microrganismos oleaginosos, duas vias metabólicas 
diferentes estão envolvidas: a de acúmulo lipídico (a partir de substratos hidrofóbicos) e 
síntese lipídica (a partir de substratos hidrofílicos). Enquanto o acúmulo de lipídios é 
um processo anabólico primário que ocorre de forma simultânea com o crescimento 
celular, a síntese é um contraste, sendo assim uma biomodificação de óleos e gorduras 
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por microrganismos oleaginosos da composição de ácidos graxos da gordura usada 
como substrato influencia grandemente o processo de produção de lipídios 
(SANTAMAURO et al., 2014; LOPES et al., 2018). 
O processo de lipogênese para leveduras, fungos filamentosos e microalgas 
produtores de lipídios é uma atividade metabólica secundária, fortemente afetada pelas 
condições de cultura. A temperatura, o pH e a disponibilidade de oxigênio são alguns 
dos parâmetros que influenciam o crescimento e a acumulação de lipídios, modificando 
a atividade das enzimas envolvidas na assimilação de nutrientes e na síntese lipídica 
(BÉLIGON et al., 2016; BELLOU et al., 2016). 
O principal fator de controle da lipogênese nesses organismos é a 
disponibilidade de nutrientes e se dá quando um nutriente essencial, normalmente o 
nitrogênio, sofre saturação total, ocorrendo interrupção no crescimento celular 
microbiano. A partir dessa limitação o microrganismo passa a utilizar-se de outras 
fontes alternativas, geralmente uma fonte de carbono, que supre sua demanda energética 
e o excedente é desviado para síntese lipídica, que leva a um acúmulo de triacilgliceróis 
dentro das células microbianas. Porém, altas concentrações de fonte de carbono pode ter 
efeito inibitório no crescimento e lipogênese (BELLOU et al., 2016; BÉLIGON et al., 
2016). 
O mecanismo de acumulação de ácidos graxos parece ser semelhante em todos 
os fungos filamentosos, ou seja, o metabolismo e o fluxo de carbono são críticos para o 
acúmulo de lipídios podendo crescer bem e acumular lipídios usando glicose como 
fonte única de carbono e quantidades controladas de nitrogênio. Porém, cada fungo tem 
uma expressão diferencial de proteínas envolvidas na via metabólica do carbono central 
que é estimulada em pontos diferentes (BOTHAM e RATLEDGE, 1979; TANG et al., 
2016). 
A via glicolítica fornece piruvato, um precursor chave para o acetil-CoA, que é o 
principal substrato para a biossíntese de ácidos graxos. A frutose-bifosfatoaldolase 
(FBA), uma enzima essencial envolvida na glicólise que catalisa uma reação de 
clivagem reversível da frutose 1,6-bifosfato em gliceraldeído 3-fosfato e fosfato de 
dihidroxiacetona, que torna a regulação aumentada da FBA sob deficiência de 
nitrogênio. A atividade aumentada de FBA pode estimular a glicólise e triacilglicerol. 
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, enolase e piruvato quinase, enzimas-chave na 
via glicolítica, que também são reguladas sob deficiência de nitrogênio. Um aumento na 
expressão destas enzimas conduz ao aumento da produção de piruvato. Além disso, a 
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expressão da piruvato desidrogenase torna-se aumentada e, portanto, aumento da 
conversão de piruvato em acetil-CoA na mitocôndria. Esse acetil-CoA em excesso é 
metabolizado em lipídios (TANG et al., 2016; RODRIGUES REIS et al., 2019). 
Outro mecanismo bioquímico de metabolização do conteúdo lipídico (Figura 9), 
onde a depleção de nitrogênio diminui a quantidade de adenosina mono fosfato (AMP) 
na célula, aumentando a proporção Adenosina Trifosfato (ATP)/AMP, o que acaba por 
aumentar a quantidade de citrato intracelular, via ciclo de Krebs, também pode ocorrer 
nos fungos oleaginosos. O citrato é transportado para fora da mitocôndria onde é 
clivado em acetil–CoA e oxaloacetato pela enzima ATP citrato-liase (ATP- CL). Essa 
etapa é controlada pela alta concentração dos ésteres de acetil-CoA, que são usados na 
biossíntese de ácidos graxos enquanto o oxaloacetato é convertido em piruvato. Outros 
dois pontos de controle para a biossíntese lipídica estão na via da glicólise, em que as 
duas enzimas (fosfofrutoquinase e piruvato quinase) são inibidas pela alta concentração 
citrato, levando ao aumento do conteúdo lipídico. Porém esta inibição pode ser revertida 
pela presença de íons amônio, presentes em fontes nitrogênio. Os precursores imediatos 
para a biossíntese dos triacilgliceróis são os ésteres graxos de acil-CoA e os fosfatos de 
glicerol, que são metabolizados no retículo endoplasmático (BELLOU et al., 2016; 
BÉLIGON et al., 2016;PARK et al., 2018). 
 
Figura 9. Via biosintética de acumulação de lipídios por fungos filamentosos 
 
Fonte: Adaptado de Martínez et al., 2015. 
 
27 
 
Li et al. (2018) relatam em seu trabalho que o uso de trealose como fonte de 
carbono aumenta significativamente a produção de AGL por C. echinulata, isso porque 
a trealose poderia influenciar a expressão das enzimas dessaturases que regulam de 
forma positiva a delta-6 dessaturase. O aumento do GLA é assim transferido para o 
ambiente extracelular através de canal iônico ativo, que tem maior afinidade por cadeias 
de acil poli-insaturados. Ao passo que, a trealose pode prevenir a peroxidação do AGL 
formando um complexo de AGPI com trealose, sugerindo assim que a acumulação 
lipídica fúngica pode variar conforme o substrato utilizado para cultivo. 
O ponto principal na regulação da produção de ácidos graxos por M. 
circinelloides foi a descoberta do papel da enzima málica. A descarboxilação 
irreversível do malato em piruvato, formando NADPH a partir de NADP. O NADPH é 
vital para a biossíntese de ácidos graxos, pois parece fornecer o poder redutor necessário 
para que a síntese de ácidos graxos funcione (RODRIGUES REIS et al., 2019). 
Outra variável importante no desenvolvimento de populações microbianas é a 
temperatura, já que esta é um fator ambiental onipresente, que afeta processos, tais 
como expressão gênica, atividade enzimática e metabólitos. O controle das insaturações 
lipídica e regulação entre a relação entre a bicamada e o espaço amorfo para se adaptar à 
temperatura ambiente. Sendo, a temperatura mais baixa limitante do crescimento 
celular, porém gera aumento da proporção de ácidos graxos insaturados e a temperatura 
mais alta atua na fluidez da membrana e regula os níveis de expressão de alguns genes.  
Dessa forma, entender o processo de resposta fúngica às mudanças de temperatura é 
importante para produção industrial de lipídios (TERESHINA, MEMORSKAYA 
e KOTLOVA, 2011; ZHENG et al., 2011; LI et al., 2019). 
 
 
3.5 Técnicas de cultivo para obtenção de lipídios 
 
A produção de lipídios microbianos pode ser realizada utilizando dois processos 
típicos cultivos em condições submersas (CS) e cultivos em estado sólido (CES). A 
escolha da técnica a ser utilizada depende do produto que se deseja obter e a finalidade a 
qual será destinado o produto gerado nesse processo (SOCCOL et al., 2017). 
Ao longo dos anos houve uma alteração na escolha de técnicas utilizada para 
obtenção de compostos de interesse (Tabela 3), sendo que os CES vem substituindo os 
CS, devido principalmente ao fato de que os cultivos em estado solido são sustentáveis, 
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pois se assemelham a condições existentes na natureza e utilizarem-se principalmente 
de resíduos agroindustriais, diminuindo a geração de resíduos sólidos gerados apesar de 
o CS ser amplamente utilizado na indústria e ter vantagens no controle do processo e no 
rendimento da produção, o CES representa uma alternativa interessante para produzir 
compostos industriais de interesse a custos mais baixos (RAMOS-SANCHEZ et al., 
2015; BEHERA e RAY, 2016; YAZID et al., 2017;). 
 
Tabela 3. Principais cultivos em estado sólido e líquido de 2009 a 2019. 
Microrganismo Substrato Produto obtido Autor 
Trametes versicolor 
Bjerkandera adusta 
Ganoderma applanatum 
Phlebia rufa 
 
Palha de trigo Enzima 
Dinis et al., 
2009 
Phanerochae techrysosporium 
 
Haste de algodão 
 
Enzima 
Shi, Sharma-
Shivappa, 
Chinn, 2009 
Aspergillus oryzaeIAM 2706 
Meio liquidoCzapek-Dox 
e extrato de dextrina-
peptona-extrato de 
levedura 
 
Enzima (proteases e α- 
amilase) 
Imanaka et al., 
2010 
Trichoderma 
reesei e Aspergillus oryzae 
Casca de soja e farelo de 
trigo 
Enzima (celulase) 
Brijwani, 
Oberoi e 
Vadlani, 2010 
Aspergillus níger 
Aspergillus oryzae 
Magnaporthegrisea 
Phanerochae techrysosporium 
Caldo meio mínimo 
de Aspergillus + 1% de 
farelo de trigo 
Enzimas Hu et al., 2011 
Fomitopsis sp. O RCK2010 
Farelo de trigo, Caseína e 
Farelo de soja 
 
Enzima (celulase) 
 
Deswal, 
Khasa e 
Kuhad, 2011. 
 
Aspergillus niger NS-2 
Espigas de milho, cascas 
de cenoura, compósitos, 
grama, folhas, cascas de 
laranja, cascas de 
abacaxi, cascas de batata, 
casca de arroz, bagaço de 
cana, pó de serra, farelo 
de trigo, palha de trigo 
Enzima (celulase) 
Bansal et al., 
2012 
Aspergillusfumigatus SK1 Tronco de dendê 
Enzima (celulase e 
xilanase) 
 
Ang et al., 
2013 
 
Saccharomyces cerevisiae, 
Kluyveromyces marxianus 
Kefir 
Mistura de resíduos da 
agroindústria 
 
Proteína, lipídios e 
compostos voláteis 
 
Aggelopoulos 
et al., 2014 
 
Trichoderma reesei FNCC 6012 
Palha 
 
Enzima (celulase) 
 
Rosyida et al., 
2015 
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Aspergillus tubingensisTSIP9 
Cachos de frutos secos e 
bolo de sementes de 
palma 
 
Lipídios 
 
Cheirsilp e 
Kitcha,  
2015 
Aspergillus niger 
Bagaço de 
Sambucusnigra L. 
e Sambucusbulus L.berry. 
 
Lipídios e compostos 
fenólicos 
 
Dulf et al., 
2015. 
 
Aspergillusniger e Rhizopus 
oligosporus 
Bagaço de ameixa 
Lipídios e compostos 
fenólicos 
Dulf, Vodnar 
e Socaciu, 
2016 
Aspergillus oryzae 
Polpa cítrica e bagaço de 
cana-de-açúcar 
 
Enzima (pectinase) 
 
Biz et al., 
2016 
 
Pleurotus ostreatus, Pleurotus 
kumm. 
Casca de batata 
 
Enzima (lignolíticas) 
 
Ergun e Urek, 
2017 
Actinobacillus succinogenes 
Resíduo de frutas e 
vegetais hidrolisados 
 
Ácido succínico 
Dessie et al., 
2018 
Lentinula edodes 
Bagaço e folha de 
mandioca 
 
Proteínas  
 
Morales et al., 
2018 
 
Trichoderma viride ATCC 
36316 
Casca de abacaxi 
 
Proteína 
 
Aruna, 2019 
 
Clostridium 
termitidis e Clostridium 
intestinale 
Casca de arroz 
Biohidrogênio 
ácidos acético, butírico, 
propiônico e lático 
 
Tosuner, 
Taylan e 
Ozmihçi, 2019 
Fonte: dados da literatura. 
 
A técnica de CES é amplamente utilizada para obtenção de lipídios por 
microrganismos, principalmente quando se objetiva utilizar-se de fungos filamentosos, 
pois são os organismos mais adaptados para crescer no ambiente da CES (CHEIRSILP 
e KITCHA, 2015; DULF et al., 2015;RAMOS-SANCHEZ et al., 2015;, DULF, 
VODNAR E SOCACIU, 2016;YAZID et al., 2017). 
 
 
3.5.1 Cultivos submersos e cultivos em estado sólido 
 
O cultivo em estado sólido (CES) (Figura 10) é um processo no qual 
microrganismos crescem em um ambiente sem água livre, ou com baixo teor de água 
livre. Tem importância histórica para a humanidade, pois esse processo data de milhares 
de anos atrás, principalmente para processamento de alimentos, tanto em países 
ocidentais (pão e queijo) como orientais (Koji). Considerando o último século e nas 
últimas décadas ainda é usado para a produção de importantes biomoléculas e produtos 
para muitas indústrias, incluindo alimentícia, farmacêutica, têxtil, bioquímica e 
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bioenergia, entre outros. Quando esse bioprocesso é realizado por fungos e combina a 
utilização fúngica com materiais sólidos úmidos e permite que os materiais produzidos 
possam ser usados diretamente para aplicações, não havendo necessidade de extração do 
composto de interesse do meio (CERTÍK, ADAMECHOVÁ E LAOTENG, 
2012;SOCCOL et al., 2017; ALJAMMAS, FATHI e HALKALAF, 2018; ). 
 
Figura 10. Cultivo em estado sólido por um fungo filamentoso. 
 
Fonte: o autor, 2019. 
 
O processo oposto ao CES é o cultivo submerso (CS) (Figura 11), um processo 
no qual os microrganismos crescem em meio líquido, com alto teor de água livre. 
Processos biológicos realizados em CS têm vantagens notáveis em termos de 
instrumentação e controle (monitoramento de pH, oxigênio dissolvido, temperatura, 
concentração de moléculas solúveis em água), separação da biomassa após a 
fermentação, mistura, aeração e escalonamento, porém o substrato é rapidamente 
consumido, necessitando de reposição constante(CERTÍK, ADAMECHOVÁ E 
LAOTENG, 2012; FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 2017;ALJAMMAS, FATHI e 
HALKALAF, 2018).  
 
 
 
 
 
Figura 11. Cultivo submerso por um fungo filamentoso. 
31 
 
 
Fonte: o autor, 2019. 
 
Quando comparadas a CES tem uma produtividade mais alta em relação à CS, 
além de que o uso de matérias-primas e resíduos agroindustriais como substrato na CES 
reduzo problema da poluição e o custo do material. Por ter menor atividade de água no 
meio de fermentação reduz o risco de contaminação, especialmente por bactérias e 
leveduras. O custo com capital, o gasto de energia e o custo do processamento são 
menores do que a CS. Os substratos são consumidos de forma lenta e constante, não 
havendo dessa forma, necessidade de fornecer o substrato por mais tempo. O CES não 
requer tecnologia altamente avançada, o que consome menos energia e ocupa menos 
espaço, além de imitar o habitat natural da maior parte de microrganismos 
(principalmente fungos filamentosos) (RAMOS-SÁNCHEZ et al., 2015;SOCCOL et 
al., 2017;ALJAMMAS, FATHI e HALKALAF, 2018). 
A Tabela 5 apresenta algumas diferenças importantes entre os cultivos em estado 
sólido e condições submersas. 
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Tabela 4. Comparativo entre cultivo em estado sólido e cultivo Submerso 
Cultivo em estado sólido Cultivo Submerso 
Meio de cultivo não é fluido Meio de cultivo fluido 
Substrato absorve água e os nutrientes são 
disponibilizados por estes sólidos umedecidos 
 
Nutrientes dissolvidos em água 
 
Formação de gradiente de concentração e 
temperatura 
Uniformidade do meio através de agitação 
Quantidade de água é restrita e padronizada Água abundante 
Sistema possui fases líquida, sólida e gasosa Sistema com fase líquida e gasosa 
Fase líquida descontinua Fase líquida contínua 
Microrganismos crescem aderindo ao 
substrato 
Células crescem uniformemente no líquido 
pela agitação e formam colônias 
Fonte: adaptado de Mitchell e Losane, 1992. 
 
Os substratos para utilização em CES normalmente incluem resíduos agrícolas e 
florestais, que são muito abundantes e normalmente subutilizados. Os resíduos agrícolas 
que podem ser utilizados como substratos para CES incluem bagaço de cana, bagaço de 
mandioca, farelo de cereais como, farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de aveia e 
farelo de soja, polpa e casca de café, cascas de frutas e polpas, espigas de milho, palhas 
e cascas de origens diferentes. Esses materiais são compostos basicamente por celulose, 
hemicelulose, lignina, amido, pectina e outras fibras (FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 
2017). 
A escolha dos microrganismos mais apropriados a serem cultivados no resíduo 
agropecuário depende muito de sua composição e para permitir a utilização do 
subproduto biotransformado como alimento, o microrganismo deve ser comestível. No 
caso dos resíduos lignocelulósicos, os fungos da podridão da madeira são geralmente os 
mais indicados. Os fungos da podridão da madeira podem ser classificados em fungos 
da podridão branca (Basidiomicetos e alguns Ascomicetos), que degradam 
preferencialmente lignina, fungos (Basidiomicetos), que degradam celulose e 
hemiceluloses, e os fungos da podridão mole (Aspergillus niger e Trichoderma reesei) 
que secretam um sistema completo de celulases (YOON et al., 2014; SOCCOL et al., 
2017; MORALES et al., 2018). 
Normalmente, esses resíduos agrícolas não são apenas um suporte sólido para a 
absorção de nutrientes e crescimento de biomassa, mas também são uma fonte de 
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carbono e nutrientes. Às vezes, a suplementação é necessária para fornecer todos os 
nutrientes necessários para o crescimento ideal. Macro e micronutrientes que são 
geralmente adicionados ao meio incluem fósforo, enxofre, potássio, magnésio, cálcio, 
zinco, manganês, cobre, ferro, cobalto e iodo (FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 2017; 
MORALES et al., 2018). 
Custo e disponibilidade são os principais fatores a serem considerados na 
escolha de um resíduo como substrato, porém outras características, como 
cristalinidade, área acessível, área de superfície, porosidade e tamanho de partícula, são 
aspectos importantes a serem considerados no processo de CES (SOCCOL et al., 2017). 
 
 
3.6 Culturas puras versus culturas mistas 
 
Os microrganismos vivem na natureza de forma conjunta em um ecossistema, 
sendo assim esses microrganismos não agem como indivíduos, mas atuam como uma 
comunidade microbiana que muda dinamicamente, onde todas as células interagem e se 
comunicam umas com as outras. Para utilização ou estudo de uma única espécie de 
microrganismo há necessidade do isolamento de cada membro da comunidade 
microbiana. Dessa forma cultura pura, é um conjunto de células de um mesmo 
microrganismo que foi isolado de uma comunidade de microrganismos (DE ROY et al., 
2013). 
Culturas puras e comunidades microbianas complexas são convencionalmente 
usadas, no entanto, os ecossistemas sintéticos com complexidade intermediária e alto 
controle são muito populares, sendo essa última sua maior vantagem de utilização 
porém apenas uma pequena porção de microrganismos presentes em uma comunidade 
pode ser cultivada em laboratório, além disso, o comportamento dos microrganismos 
em culturas puras é diferente do observado quando em culturas em que há uma 
comunidade, sendo assim o estudo de culturas mistas tem se tornado crescente (DE 
ROY et al., 2013). 
A principal desvantagem no uso de culturas puras para obtenção de produtos 
desejáveis ocorre justamente pelo fato de na natureza os microrganismos viverem em 
comunidade, podendo assim interferir negativamente na produção de compostos 
desejáveis, gerando rendimentos mais baixos. Além disso, culturas puras são mais 
suscetíveis a contaminações por outras culturas e requerer um maior nível de 
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treinamento para sua manipulação, precisando ainda de um ambiente muito controlado 
(pH, temperatura, substrato) para evitar a perda o microrganismo (HESSELTINE, 1992; 
DE ROY et al., 2013;). 
Culturas mistas são aquelas em que o inóculo consiste sempre de dois ou mais 
organismos. As culturas mistas podem ser de espécies conhecidas, com exclusão de 
todas as outras, ou podem ser compostas de misturas de espécies desconhecidas. Podem 
ainda ser todas de um grupo microbiano ou podem consistir em uma mistura de 
organismos (de fungos e bactérias ou fungos filamentosos e leveduras) ou outras 
combinações nas quais os componentes não estão relacionados. Comumente na natureza 
ocorre esse tipo de interação (HESSELTINE, 1992). 
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Tabela 5. Culturas mistas utilizadas na obtenção de produtos desejáveis. 
Cultura mista Produto obtido Autor 
Citrobacter, Pectinatus, Clostridium 
 
Etanol Dennis et al., 2013 
Clostridium spp. e V. propionispira spp e V. zymophilusspp.; 
Clostridium sppe V. propionispira sppe V zymophilussppe 
Bacteroides spp; 
V. propionispira sppe V. zymophilusspp e Enterobacter spp. e 
Klebsiella spp.  e Citrobacter spp. e Leclercia spp. 
Lactobacillus spp e Shewanella spp. e Clostridium spp. 
Etanol Xafenias, Anunobis e Mapelli, 2015. 
Cladosporiumcladosporioides e Geotrichumcandidum 
Proteases 
Ácidos orgânicos 
 
Jakovljevic e Vrvic, 2018. 
 
Trichodermareesei e Aspergillusniger 
 
Enzimas 
 
Gutierrez- Correia et al., 1998 
 
 
Trichodermareesei e Aspergillusoryzae 
 
Enzimas celulolíticas 
 
Brijwani, Oberoie Vadlani, 2010. 
 
Trichodermareesei RutC30 e Aspergillusníger CBS 554.65 
Trichodermareesei RutC30 e Aspergillussaccharolyticus AP 
Trichodermareesei RutC30 e Aspergillus carbonarius 5010 
 
Enzimas 
Kolasa et al., 2014. 
 
Euglena gracilis e Selenastrum 
Euglena gracilis e C. sorokiniana  
Selenastrum e C. sorokinianae 
Euglena gracilis e Selenastrum e C. sorokiniana 
 
Lipídios 
 
Tossavainen et al., 2018. 
 
Rhodosporidiumtoruloides e Chlorella vulgaris 
 
Lipídios 
 
Zheng et al., 2018. 
 
Rhodosporidiumtoruloides e Chlorellapyrenoidosa 
 
Lipídios 
 
Ling et al., 2014. 
 
Pseudomonas composti e Characium spp. Lipídios Berthold et al., 2019 
Fonte: dados da literatura.   
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O uso de culturas mistas tem sido amplamente utilizadas na obtenção de 
diversos produtos desejáveis ao longo dos anos, como é possível observar na Tabela 4. 
A utilização de culturas mistas apresenta diversas vantagens, pois por se tratar de uma 
relação entre mais de um tipo de organismo apresenta um meio de crescimento 
competitivo o que pode ser responsável pelo maior desenvolvimento dos 
microrganismos envolvidos, levando-os a produzir uma maior quantidade e maior 
diversidade de compostos metabólicos que podem alterar a composição do meio e isso 
pode ser benéfico para o outro microrganismo. Culturas mistas são capazes ainda de 
provocar transformações em várias etapas que seriam impossíveis para um único 
microrganismo, permitindo uma melhor utilização do substrato. Além de serem menos 
suscetíveis a contaminações indesejadas e a produção estável de compostos desejados 
diminuindo os custos associados à manutenção de culturas puras (HESSELTINE, 1992; 
DENNIS et al., 2013;FUJIKAWA, MUNAKATA e SAKHA, 2014). 
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4. METODOLOGIA 
 
4.1 Linhagens microbianas, manutenção e inóculo 
 
As linhagens de fungos filamentosos C. echinulata, M. circinelloides ATCC 
38313, P. ostreatus, foram cedidas pelo Laboratório de Biotecnologia, Análise de 
Alimentos e Produtos, da Habite – Incubadora de Empresas de Biotecnologia da 
Universidade Federal do Tocantins, campus universitário de Gurupi. As linhagens são 
mantidas em meio de cultivo ágar batata dextrose (BDA) após cultivo por 4 a 15 dias, a 
25oC. A manutenção das linhagens será realizada utilizando o método Castellani, 
retirando-se discos de 1 cm das colônias de fungos e colocadas em frascos contendo 
água destilada esterilizada. Os frascos serão mantidos em refrigerador a 4 °C. 
O inóculo foi preparado por meio da reativação das linhagens fúngicas em 
placas contendo BDA. As linhagens de C. echinulata, M. circinelloidesATCC38313 foi 
realizada uma suspensão de esporos em solução salina (NaCl 0,85%) e padronizada a 
107 esporos por mL, utilizando câmara de Neubauer. As linhagens de P. ostreatus foram 
retirados de 6 discos (1 cm) contendo micélio em placa contendo BDA. 
 
 
4.2 Desenvolvimento de cultura mista para produção de lipídios 
 
4.2.1 Determinação do crescimento fúngico 
 
Para determinação do tipo de crescimento, um disco de micélio 
(aproximadamente 5 mm) dos fungos analisados foi repicado ao centro da placa de Petri 
nos meios de cultivo BDA e MEA, incubadas a 25 °C. Foi feita medição diária 
utilizando-se régua de 30 cm. Os isolados foram classificados em dois grupos: 
crescimento lento ou crescimento rápido. Foram considerados crescimento rápido os 
que levaram até 5 dias para crescer por toda extensão da placa de Petri e crescimento 
lento os que levaram mais de 5 dias. 
 
4.2.2 Teste de compatibilidade in vitro 
 
 As interações foram realizadas por oposição direta entre culturas duplas de 
micélio, conforme descrito por Skidmore e Dickinson (1976); Stahl e Christensen, 
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(1992) e Molla et al. (2001). Os cinco modos de interações entre fungos filamentosos 
são mostrados na Tabela 6.  As representações gráficas são mostradas na Figura 12. 
 
Tabela 6. Modelos de interação entre fungos filamentosos. 
 Interação Definição 
1 Entrelaçamento mútuo 
Crescimento em que ambos os fungos crescem sem sinal 
macroscópico de interconexões. 
2 Entrelaçamento mútuo parcial 
Crescimento onde o fungo cresce acima ou abaixo do 
outro sem qualquer zona de inibição. 
3 Invasão/substituição 
Um micélio cresce sobre o outro e começa consumi-lo, 
podendo substituí-lo. 
4 Inibição (ponto de contato) 
Os fungos aproximam-se um do outro até com uma linha 
de demarcação de 1 a 2 mm, entre as duas colônias 
claramente visíveis. 
5 Inibição (a distância) Inibição a uma distância > 2 mm. 
Fonte: adaptado de Molla et al. 2001. 
 
Figura 12.Diagrama esquemático das interações entre duas linhagens diferentes de fungos 
filamentosos crescidos em ágar batata dextrose e ágar extrato de malte 
 
 
Fonte: Adaptado de Stahl e Cristensen, 1992. 
1- Entrelaçamento mútuo 2- Entrelaçamentos mútuos parciais 
3a- Invasão/substituição (fase inicial)  3b- Invasão/substituição (fase final)  
4- Inibição (ponto de contato)  5- Inibição (a distância)  
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4.2.3 Desenho experimental para os testes de compatibilidade 
 
 A avaliação das possíveis interações entre os fungos foi realizada em meio de 
cultura BDA e MEA. Dois discos (5mm) de diferentes fungos foram cultivados de 
forma oposta um do outro na mesma placa de Petri para avaliar as consequências de 
diferentes interações fúngicas. Os controles foram realizados em cultura pura 
inoculados no canto da placa. 
Para cada interação, os isolados de crescimento rápido foram inoculados mais 
tarde que a linhagem de crescimento lento. Os cultivos foram mantidos a 25 °C e 
observados diariamente até ser possível identificar o tipo de interação. Os experimentos 
foram realizados em triplicata. 
 
 
4.3 Produção de biomassa fermentada 
 
4.3.1 Cultivos submersos 
 
Os cultivos foram realizados utilizando C. echinulata, M. circinelloides ATCC 
38313, P.ostreatus e as três diferentes combinações de cultura mista. Para preparação 
do meio de cultura utilizou o caldo de batata dextrose (CBD), onde para a preparação de 
1 litro utilizou-se 200 g de batata e 20 g de dextrose. Estes foram realizados em frascos 
de Erlenmeyer (125 ml) onde adicionou-se 20 ml do meio de cultura esterilizado e foi 
adicionado 1 ml do inoculo (padronizado com a relação de 107esporos/g) para os 
microrganismos esporulados e 6 fragmentos de micélio para P. ostreatus e incubados 
por 5 dias para fungos de crescimento rápido e 7 dias para fungos de crescimento lento a 
150 rpm a 25°C. 
Para avaliação do rendimento lipídico utilizou-se a seguinte equação: 
 
𝑦 =
𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙(𝑔)
𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (𝑔)
 
Para verificar o rendimento da biomassa utilizou-se equação abaixo: 
 
𝑄 =
𝑦 (𝑔)
𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜 (ℎ)
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4.3.2 Cultivo em estado sólido 
 
Os cultivos foram realizados conforme a metodologia de Morales et. al. (2018) 
com modificações, onde utilizou-se sacos de polipropileno contendo uma mistura de 5 g 
de aveia em flocos e 5 gramas de aveia em flocos finos a umidade foi ajustada com 5 ml 
de CBD. Os substratos foram autoclavados por 20 minutos a 121°C. Após o 
resfriamento, os sacos de polipropileno contendo aveia foram inoculados com 1 ml da 
suspensão de esporos (107esporos/g) de C. echinulata e M. circinelloides ATCC 38313 
e 6 fragmentos de micélio para P. ostreatus, e incubados por 5 dias quando possuíam 
apenas culturas puras e combinação de fungos de crescimento rápido (C. echinulata e 
M. circinelloidesATCC 38313)e 10 dias quando continham P. ostreatus, pois primeiro 
foi feito sua inoculação por 5 dias, para adição da linhagem de crescimento rápido para 
combinação, e incubados a 25°C. 
 
 
4.4 Caracterização química dos cultivos em estado sólido. 
 
O teor de umidade foi determinado por gravimetria a 105ºC em estufa até 
obtenção de peso constante segundo método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 
2006). A concentração de proteína foi determinada por nitrogênio total utilizando fator 
de conversão para cereais: 5,83 (MARCHINI et. al., 1998) por meio da técnica de 
Kjeldahl, conforme método 991.20 da Association of Official Agricultural Chemists 
(AOAC, 1998). Cinzas foram determinadas por incineração em mufla conforme método 
930.22da AOAC (1998).  
Os carboidratos foram estimados por diferença, subtraindo-se os valores obtidos 
para umidade, proteínas, lipídios, fibra e cinzas do total de 100%. O valor energético 
total da biomassa foi estimado considerando-se os fatores de conversão de Atwater de 4 
kcal/g de proteína, 4 kcal/g de carboidrato e 9 kcal/g de lipídeo. 
 
 
4.4.1 Extração de Lipídios dos cultivos em estado sólido e submerso 
 
Os CES foram secos até a obtenção de peso constante, por gravimetria a 65 ºC 
em estufa de secagem, triturada e moída com o auxílio de almofariz e pistilo 
(STREDANSKI et al., 2000). Os CS foram filtrados em aparato de filtração a vácuo e 
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levados a estufa conforme descrito anteriormente para CES. A fração de lipídeo foi 
extraída seguindo a metodologia proposta por Bligh e Dyer (1954), utilizando-se 
clorofórmio – metanol (2:1 v/v). 
Foram pesadas 5 gramas de cada CES seco e o conteúdo total de biomassa seca 
obtida em cada CS em Erlenmeyers de 250 mL com tampa, adicionando-se inicialmente 
10 mL de metanol 20 mL de clorofórmio e 8 ml de água destilada e a foi levado a mesa 
agitadora por 30 min. Após esse processo foi adicionado 10 ml de clorofórmio e 10 ml 
solução de sulfato de sódio anidro a 1,5%. A mistura foi filtrada por gravimetria (Figura 
11), no filtro foi adicionado 5 gramas de sulfato de sódio anidro. Os filtrados foram 
mantidos em repouso por cerca de 30 minutos. A fase inferior, ou seja, o extrato de 
clorofórmio contendo os lipídios foi removido para um tubo de ensaio com tampa. O 
filtrado foi concentrado em secagem estufa. Em seguida, as amostras foram pesadas em 
balança analítica até a obtenção do peso constante. 
 
Figura 13. Extração lipídica de biomassa fermentada por fungos filamentosos. 
 
Fonte: o autor. 
 
4.4.2 Extração de Fibra em detergente neutro 
 
O conteúdo de fibra foi determinado pelo método de fibra em detergente neutro 
(FDN) de Van Soest (1967) com adaptações, onde pesou-se 0,5 g da amostra seca, no 
tubo de digestão. Adicionou-se 40 ml de solução detergente neutra, previamente 
preparada com água destilada, ácido etilenodiaminotetracético sal dissódicodi-hidratado 
fosfato de sódio anidro e sulfato láurico de sódio. Levou-se ao bloco aquecedor para 
digestão em recipiente contendo água (Figura 12). O bloco aquecedor deve estar em 
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temperatura de ebulição (aproximadamente 100° C) assim que a água no recipiente com 
os tubos digestores entrar em ebulição, permanece por 2 horas. 
 
Figura 14.Bloco aquecedor para digestão de fibra em detergente neutro. 
 
Fonte: o autor. 
 
Após 2 horas no bloco aquecedor, transferiu-se o conteúdo dos tubos digestores 
para aparato de filtração a vácuo (Figura 13). O filtro de papel utilizado foi previamente 
mantido por 2 horas em estufa a 50°C e pesado. Procedeu-se a filtragem a vácuo, 
lavando o resíduo 3 vezes com água fervente.A amostra foi levada a estufa de secagem 
a 50°C por 24 horas.  
 
Figura 15.Filtração de amostras para extração de fibra em detergente neutro. 
 
Fonte: o autor. 
 
4.5 Análise estatística 
 
Os resultados foram analisados com delineamento inteiramente casualizado 
(DIC). Os dados das análises da composição nutricional foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) utilizando o programa estatístico SISVAR, havendo diferença 
significativa o teste de Tukey foi aplicado ao nível de 5% de significância (FERREIRA, 
2000). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Determinação do crescimento fúngico 
 
As linhagens de fungos filamentosos utilizadas neste trabalho foram 
selecionadas de acordo com informações obtidas na literatura para a produção de ácidos 
graxos essenciais e acúmulo de proteínas. A linhagem C. echinulata pode acumular até 
30 – 50%de lipídios com altas concentrações de ácidos graxos poli-insaturados, com 
ênfase no ácido γ-linolênico (CHEN e CHAN, 1996; GEMA et al., 2002; FAKAS et al., 
2006; LI et al., 2019); enquanto que a linhagem M. circinelloides ATCC 38313é 
relatada na literatura como importante produtora de ácidos graxos γ-linolênico, 
araquidônico (WYNN et al., 2001; ZHAO et al., 2016). O gênero Pleorotus, conhecido 
popularmente como Shimeji, é muito utilizado na culinária por apresentar altos valores 
nutricionais como vitaminas, aminoácidos essenciais e lipídios, além de propriedades 
medicinais (SARDAR et al., 2017; ZHOU et al., 2019). 
Inicialmente, as linhagens selecionadas foram cultivadas em dois meios de 
cultura distintos, ágar batata dextrose (BDA); ágar extrato de malte (MEA), para avaliar 
a taxa de crescimento diário e classificar o tipo de crescimento dos fungos. Os fungos 
que ocuparam a placa por completo após 5 dias de cultivo foram considerados de 
crescimento rápido e os que precisaram de mais que 5 dias, de crescimento lento 
(Tabela 7 e Figura 16). 
 
Tabela 7. Taxa de crescimento diário P. ostreatus, C. echinulata e M. circinelloidesATCC 
38313em diferentes meios de cultura. 
Linhagens 
Dia 3 Dia 9 Dia 12 
Classificação 
BDA MEA BDA MEA BDA MEA 
P. ostreatus 1,4±0,3𝑎 0,9±0,2𝑎 6,0±2,0 𝑎 3,1±0,9 𝑎 6,6±1,6 𝑎 3,1±2,0𝑎 Lento 
C. echinulata 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 Rápido 
M. circinelloides 6,9±0,2 𝑏 6,5±0,2 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0 𝑏 Rápido 
Médias de triplicata e estimativa de desvio padrão. Valores assinalados com a mesma letra na 
mesma coluna não diferem significativamente (p < 0,05), segundo teste de Tukey. Legenda: 
Ágar batata dextrose (BDA); Ágar extrato de malte (MEA). Todos os valores estão em cm. 
Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 16. Taxa de crescimento diário C. echinulata, P. ostreatus, M. circinelloides ATCC 38313 dias 3, 9 e 12 dias em diferentes meios. 
Linhagens 
Dia 3 Dia 9 Dia 12 
BDA MEA BDA MEA BDA MEA 
P. ostreatus 
      
C. echinulata 
      
M. circinelloides 
      
Legenda: Ágar batata dextrose (BDA); Extrato de malte (MEA). Condições de cultivo: os cultivos foram mantidos a 25°C por 12 dias. 
Fonte: dados da pesquisa. 
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O crescimento microbiano pode apresentar variações no seu comportamento 
dependendo da composição do meio de cultivo. Donini et al. (2005) relata a importância 
da medida do diâmetro micelial para determinar parâmetros de crescimento avaliando o 
meio de cultura e a necessidade ou não de enriquecimento do meio. As diferentes taxas 
de crescimento entre culturas puras podem ser explicadas pelas diferenças morfo-
fisiológicas que afetam diferentes respostas para a adoção e transporte de nutrientes. 
Além disso, o crescimento de fungos é influenciado pelo intervalo de tempo, que é 
maior para fungos de crescimento rápido do que para fungos de crescimento lento, 
sendo importante principalmente quando se deseja estudar a interação entre eles, como é 
o caso deste trabalho (MORE et al., 2010; JAKOVLJEVIC eVRVIC, 2018;). 
 
 
5.2 Teste de compatibilidade in vitro. 
 
Cultivos mistos são aquelas em que o inóculo consiste sempre de dois ou mais 
organismos. As culturas mistas podem consistir em espécies conhecidas, com exclusão 
de todas as outras, ou podem ser compostas de misturas de espécies desconhecidas 
(MOHAMMAD et al., 2011). Neste trabalho, as interações foram estudadas inoculando-
se o micélio em oposição direta (teste confronto direto). As combinações entre as 
linhagens fúngicas foram as seguintes: C. echinulata e M. circinelloides ATCC 38313; 
C. echinulata e P. ostreatus; M. circinelloides ATCC 38313e P. ostreatus. 
Para interações onde ambos os fungos foram classificados como crescimento 
rápido (C. echinulata e M. circinelloides ATCC 38313), a inoculação foi simultânea. As 
interações com fungos classificados como crescimento rápido e outro com crescimento 
lento (P. ostreatus), primeiro inoculou-se o fungo de crescimento lento e aguardou-se 
crescimento até a metade da placa de Petri para inoculação de linhagem de crescimento 
rápido. Uma vez que com a inoculação simultânea, o fungo de crescimento rápido 
poderia reprimir ou até mesmo sobrepor o fungo de crescimento lento, impossibilitando 
o seu crescimento e expansão. 
Na Tabela 8 são observadas as interações entre as linhagens avaliadas nos meios 
de cultivo BDA e MEA. Pode-se observar que a composição do meio de cultura 
influenciou no tipo de interação entre as linhagens. A interação entre M. circinelloides 
ATCC 38313 e C. Echinulata apresentou-se como entrelaçamento mútuo em meio BDA 
e inibição pelo contato em meio MEA. A interação entre P. ostreatuse C. echinulata 
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mostrou-se incompatível no meio BDA (invasão/substituição) e compatível no meio 
MEA (entrelaçamento parcial). Por fim, a interação entre P. ostreatus e M. 
circinelloides ATCC 38313 mostrou-se compatível no meio BDA (entrelaçamento 
parcial) e incompatível em meio MEA (invasão/substituição). 
 
Tabela 8. Classificação de tipos de interação entre C. echinulata, M. circinelloides ATCC 
38313 e P. ostreatus nos meios de cultura BDA e MEA. 
Espécies em interação 
Meio de cultivo 
BDA MEA 
MC – CE Entrelaçamento mútuo Inibição (ao ponto de contato) 
PO – CE Invasão/ Substituição Entrelaçamento parcial 
PO –MC Entrelaçamento parcial Invasão/ Substituição 
Legenda: CE: C. echinulata, MC: Mucor circinelloides ATCC 38313, PO: P. ostreatus. BDA 
(ágar batata dextrose). MEA (ágar extrato de malte). Condições de cultivo: os cultivos foram 
mantidos a 25oC, por 21 dias.  
Fonte: dados da pesquisa. 
 
As interações ocorridas entre as linhagens avaliadas foram analisadas 
visualmente nas Figuras 17, 18 e 19. 
 
Figura 17. Interações do tipo entrelaçamento parcial e mútuo em diferentes meios.
 
Legenda: 1A e 1B: M. circinelloides e C. echinulata frente e reverso em BDA; 2A e 2B: P. 
ostreatus e M. circinelloides frente e reverso em MEA; 3A e 3B: P. ostreatus e M. 
circinelloidesATCC 38313frente e reverso em BDA. 
Fonte: dados da pesquisa. 
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Os resultados observados neste trabalho são comumente observados na 
literatura. Vários fatores podem influenciar na interação entre as linhagens. Oliveira et 
al. (2011) relataram que é possível que a presença simultânea de vários microrganismos 
possa levar a maiores efeitos sinérgicos ou supressores entre eles, associados à liberação 
de produtos metabólicos, como os ácidos orgânicos, inferindo com o metabolismo, 
alteração na fisiologia, aumento de atividade proteolítica e outros metabólitos. Kolasa 
et al.(2014) em seu estudo observaram resultados semelhantes onde as colônias de 
Trichoderma reesei, Aspergillus saccharolyticus, Aspergillus carbonarius e Aspergillus 
niger foram capazes de crescer na proximidade um do outro e se misturar na fronteira 
entre eles. Dessa forma é possível dizer que as interações entre os microrganismos 
envolvidos são importantes em uma cultura mista. 
Na interação entre M. circinelloides ATCC 38313e C. echinulata no meio de 
cultura MEA é possível observar que ao se encontrarem ocorre a inibição por contato 
(Figura 18). No reverso de todas as placas que mostraram inibição ao contato formou-se 
uma linha esbranquiçada de inibição, como também pode ser observado que as hifas 
sofreram algum tipo de alteração que impediu o avanço do crescimento destas 
linhagens. 
O que acontece neste tipo de interação é que geralmente um dos fungos ou 
ambos sintetizam metabólitos, que restringem ou inibem o crescimento do outro fungo 
filamentoso em seu território (MOLLA et al., 2001; JAKOVLJEVIC e VRVIC, 2018). 
 
Figura 18. Incompatibilidade do tipo inibição por contato C. echinulata e M. circinelloides 
ATCC 38313em meio MEA. 
 
Legenda: MEA: ágar extrato de malte. 1A: Frente, 2B: reverso. 
Fonte: dados da pesquisa 
 
O outro tipo de combinação observado foi de invasão/substituição (fase inicial e 
fase final) entre as combinações P. ostreatus e C. echinulata no meio de cultivo BDA e 
entre P. ostreatus e M. circinelloides ATCC 38313 em MEA (Figura 19). As 
observações revelaram que na interação houve invasão sob a linhagem de C. echinulata 
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que começou a ser substituído por P. ostreatus (fase inicial). Na fase final de 
invasão/substituição, pode-se observar que C. echinulatafoi quase substituído 
totalmente pela linhagem de P. ostreatus, de maneira que seu crescimento foi 
completamente interrompido.  
 
Figura 19. Incompatibilidade do tipo invasão/substituição entre P. ostreatus e C. echinulata e 
P. ostreatus e M. circinelloides ATCC 38313 em diferentes meios. 
 
Legenda: 1A e 1B: P. ostreatus e C. echinulata fase inicial frente/reverso; 2A e 2B: fase final 
frente/reverso P. ostreatus e C. echinulata em meio BDA; 3ª e 3B: P.ostreatus e M. 
circinelloides ATCC 38313 fase inicial, frente/reverso; 4A e 4B: fase final frente/reverso P. 
ostreatus e M. circinelloides ATCC 38313. 
Fonte: dados da pesquisa. 
 
Na Tabela 9 é possível observar numericamente a interação entre as culturas 
mistas e o diâmetro máximo das colônias controle. Na interação entre P. ostreatuse C. 
echinulata em BDA, que sofreu invasão/substituição o resultado foi marcado em um 
estágio inicial (no dia 12), após 24 horas de inoculação do C. echinulata e ao final 
mostrando uma redução de 1,2 cm.  Semelhantemente acontece com P. ostreatuse M. 
circinelloides ATCC 38313 em MEA, onde há uma redução do M. circinelloides ATCC 
38313 de 0,8 cm do dia 12 ao dia 21, uma vez que isso implica um comportamento 
antagônico dependente da fonte de nutriente envolvida. 
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Tabela 9. Diâmetro máximo das colônias controle e co-cultura de fungos no 3º, 12º e 21º dia de cultivo. 
Médias de triplicata e estimativa de desvio padrão. Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna não diferem significativamente (p < 0,05), 
segundo teste de Tukey. Condições de cultivo: os cultivos foram mantidos a 25oC. Legenda: BDA (ágar dextrose batata). MEA (ágar extrato de malte). Todas 
as medidas estão em cm. 
Fonte: dados da pesquisa 
 
Combinações 
Dia3 Dia 12 Dia 21 
Controle Co-cultura Controle Co-cultura Controle Co-cultura 
BDA MEA BDA MEA BDA MEA BDA MEA BDA MEA BDA MEA 
P.ostreatus 
M. 
circinelloides 
2,2±0,6𝑎 2,5±0,1𝑎 1,3±0,1𝑎𝑏 2,5±0,4𝑏 7,0±2,1𝑎 10,0±0,1𝑎 6,5±1,2𝑏 9,20±0,8𝑐 11,0±0,4𝑎 11,0±0,0𝑎 11,0±0,7𝑎 11,0±0,0𝑏 
4,2±0,1𝑏 7,6±2,3 0,0±0,0𝑎 0,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑏 11,0±0,0𝑎 2,6±1,5𝑎 5,5±0,6𝑏 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑎 5,5±1,0𝑎 4,7±0,4𝑎 
P.ostreatus 
C.echinulata 
2,2±0,6𝑎 2,5±0,1𝑎 2,0±0,3𝑏 2,3±0,4𝑏 7,0±2,1𝑎 10,0±0,1𝑎 6,70±0,5𝑏 8,00±2,0𝑐 11,0±0,4𝑎 11,0±0,0𝑎 11,0±0,2𝑎 11,0±3,9𝑏 
10,5±0,4𝑐 11,0±1,8𝑐 0,0±0,0𝑎 0±0,08𝑎 11,0±0,0 𝑏 11,0±0,0𝑎 5,4±0,4𝑏 4,2±1,6𝑏 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑎 4,2±0,1𝑎 4,2±0,2𝑎 
M. 
circinelloides 
C. echinulata 
4,2±0,1𝑏 7,6±2,3𝑏 3,0±0,3𝑏 2,8±0,3𝑎 11,0±0,0𝑏 11,0±0,0𝑎 3,0±0,3𝑎 2,8±0,3𝑎 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑎 3,0±0,3𝑏 2,8±0,3𝑎 
10,5±0,4𝑐 11,0±1,8𝑐 11,0±0,0𝑐 11,0±0,0𝑐 11,0±0,0𝑏 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑐 11,0±0,0𝑐 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑎 11,0±0,0𝑏 11,0±0,0𝑏 
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Existem vários tipos de interações entre espécies microbianas, incluindo 
mutualismo, competição, comensalismo e amensalismo. Entre estas interações, 
competição seria mais comum entre as espécies em interação porque os microrganismos 
necessitam de nutrientes para crescerem (FUJIKAWA, MUNAKATA e SAKHA, 
2014).  
Do ponto de vista biotecnológico, estas interações podem trazer benefícios para 
um bioprocesso aumentando quantidade produto acumulado. More et al. (2010) relatam 
que o crescimento de fungos em interação é influenciado pelos membros da comunidade 
que, geralmente sintetiza alguns elementos metabolitos que restringiram o crescimento 
do outro. Já como resultado da interação mútua nas culturas ocorre aumento da 
biomassa acumulada ao final do processo. Neste sentido, os cultivos mistos entre 
linhagens de fungos filamentos oleaginosos podem aumentar a produção de biomassa e 
o acúmulo de lipídios intracelulares, assim como alterar o perfil de ácidos graxos 
insaturados podendo aumentar ou acumular ácidos graxos que se apresentem em baixas 
concentrações nos cultivos preparados em cultura pura. 
 
 
5.3. Conteúdo de lipídio nos cultivos submersos 
 
As técnicas de cultivo submerso são mais utilizadas para obtenção de produtos 
desejáveis, por se tratar de um ambiente mais controlado quando comparado com 
cultivos em estado sólido (CERTÍK, ADAMECHOVÁ e LAOTENG, 2012; FARINAS 
et al., 2015; ALJAMMAS, FATHI e HALKALAF, 2018). Na Tabela 10 são 
apresentados os resultados para a produção de lipídio pelas linhagens de fungos 
filamentosos utilizadas no trabalho e suas combinações em culturas mistas. As 
linhagens foram cultivadas em caldo batata dextrose a 25oC sob agitação de 150 rpm. 
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Tabela 10. Produção lipídica por fungos filamentosos em condições de cultivo submerso 
Legenda: Y: rendimento lipídico, Q: rendimento biomassa. Condições de cultivo: as culturas 
foram mantidos a 25°C, 150 rpm em caldo de batata dextrose.Valores expressos em matéria 
seca. 
Fonte: dados da pesquisa. 
 
C. echinulata apresentou maior rendimento lipídico (39,80±0,0% e 0,39800±0,0 
g/g) e o maior rendimento de biomassa em cultivo submerso (0,00332±0,0g/h), porém o 
menor em biomassa seca (2,5 g/L). 
Li et al. (2019) investigaram a produção de lipídios por C. echinulata em 
condições de cultivos semelhantes ao deste trabalho, onde se manteve os cultivos a 
25°C a 150 rpm em caldo de batata dextrose, encontraram um teor lipídico de 36,3% na 
biomassa fúngica. Ling et al. (2015) obtiveram 21,8% de teor lipídico após 9 dias de CS 
que utilizou glicose como fonte de carbono e sais minerais como fonte de nitrogênio em 
uma temperatura de 28°C. Li et al. (2018) avaliaram a produção de lipídios em 
diferentes fontes de carbono, onde o meio utilizado continha extrato de batata e adição 
de 2 e 5% de trealose e 5% de glicose, os cultivos foram mantidos a 25°C a 150rpm por 
oito dias. Os autores observaram conteúdo lipídico total de 32,29% em 5% de trealose e 
de 34,05% em 5% de glicose. Esses achados demonstram que a fonte de carbono usada 
tem grande influência na acumulação lipídica por C. echinulata. 
Neste trabalho é possível observar que M. circinelloides ATCC 38313 
apresentou o segundo maior teor de lipídios (14,33±0,0% e 0,14333±0,0 g/g) e 
rendimento de 0,00119±0,0 g/h de biomassa por dia durante o cultivo submerso. A 
biomassa seca rendeu 7,5 g/L.Lima et al. (2017) ao estudar a produção de biomassa e 
lipídios de Mucor subtilissimusUCP/WFCC 1262, C.echinulata UCP/WFCC 1299 e 
Rhizopusmicrosporus UCP/WFCC 1304, em meios constituídos por diferentes 
concentrações de milhocina, melaço de cana-de-açúcar a 150 rpm numa temperatura de 
Espécie ou 
combinação 
Biomassa seca 
(g/L) 
Lipídios 
(g/L) 
Y p/x (g/g) Q (g/h) 
Lipídios 
(%) 
C. echinulata 2,5±0,0𝑎 0,99500±0,0𝑑 0,39800±0,0𝑓 0,00332±0,0𝑓 39,80±0,0 𝑓 
M. circinelloides 7,5±0,0𝑏 1,07500±0,0 𝑒 0,14333±0,0𝑒 0,00119±0,0 𝑒 14,33±0,0𝑒 
P. ostreatus 32,0±0,0𝑑 0,38000±0,0𝑏 0,01188±0,0𝑐 0,00007±0,0 𝑐 1,18±0,0𝑐 
P. ostreatus 
M. circinelloides 
27,0±0,0𝑐 0,10000±0,0𝑎 0,00370±0,0𝑎 0,00005±0,0 𝑏 0,37±0,0𝑎 
P. ostreatus 
C. echinulata 
27,0±0,0𝑐 0,14000±0,0𝑎 0,00519±0,0𝑏 0,00003±0,0 𝑎 0,52±0,0𝑏 
M. circinelloides 
C. echinulata 
7,5±0,0𝑏 0,50500±0,0𝑐 0,06733±0,0𝑑 0,00056±0,0 𝑑 6,73±0,0𝑑 
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28°C, e encontraram teores de biomassa entre 0,35 e 3,55g/L para M.subtilissimus, 5,85 
a 9,05 g/L de biomassa e 8,54% e 46,96% de lipídios em C.echinulata UCP/WFCC 
1299, e 5,3 a 5,95 g/L de biomassa e 2% a 4,5% para Rhizopus microsporus 
UCP/WFCC 1304. 
Xia et al. (2011) ao avaliarem diferentes condições em CS para produção de 
lipídios por M. circinelloides utilizando glicose como substrato, em uma temperatura de 
27°C, encontraram 12% de lipídios. Kosa et al. (2018) analisaram a produção de 
lipídios em condições submersas utilizando glicose e sais minerais e temperatura a 
28°C, em várias linhagens do gênero Mucor. A maior produção de biomassa foi 
observada com as espécies de M. circinelloides com a produção de lipídio entre 22 a 
27%. Rivaldi et al. (2017) utilizaram glicose e sais minerais como fonte de carbono e 
nitrogênio a temperatura de 26°C para o cultivo de M. circinelloides URM 4140. Nestas 
condições, os autores obtiveram um teor de 28,10% lipídeo na biomassa seca. 
Carvalho et al. (2016) ao cultivarem M.circinelloides URM 4182, em fonte de 
carbono (sacarose, xilose, frutose, amido de milho, etanol ou glicerol), enriquecida com 
sais minerais e extrato de levedura a 250 rpm, numa temperatura de 26°C encontram 
valores de produtividade de biomassa entre 1,25 a 1,72 g/h com rendimentos lipídicos 
superiores a 12% para as fontes de carbono avaliadas. 
Os fungos basidiomicetos são importantes do ponto de vista biotecnológico, pois 
são responsáveis por compostos biotecnologicamente ativos, como os lipídios. Dentre 
as espécies de basidiomicetos, P. ostreatus se mostra promissor na produção de ácidos 
graxos, principalmente os AGPI (CAVANCHES et al., 2015). O menor teor lipídico 
encontrado entre as culturas puras neste trabalho foi em P. ostreatus1, 18%±0,0 bem 
como seu rendimento 0,01188±0,0 g/h de cultivo. 
Tarnopol'skaya et al. (2015) observaram um acúmulo de 2,8% de lipídio quando 
a linhagem P. ostreatusfoi cultivada em biorreator. Smiderle et al. (2012) avaliaram 
diferentes tipos de açúcares como fonte de carbono em cultivo líquido para a produção 
de lipídios por Pleurotus pulmonarius. Neste trabalho, os autores observaram um 
acúmulo de lipídio de 0,8% para glicose, 0,97% para xilose, galactose 0,91% e 
arabinose 1,61% do peso seco micelial. Portanto, observa-se que a fonte de carbono 
utilizada para os cultivos influenciam diretamente na produção e acumulação de lipídios 
por fungos filamentosos.  
O rendimento de biomassa de P. ostreatus apresentou-se baixo 0, 00007±0,00 g/h. 
Carvajal et al. (2012) ao cultivarem A. brasiliensis em culturas submersas utilizando 
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glicose e sais minerais a 28°C em 160 rpm durante 10 dias obtiveram rendimento 
máximo de biomassa 10,2±1,10 g/L. Dulay, Ray e Hou (2015) ao cultivarem Ganoder 
malucidum, Pleurotus cystidiosus,Volvariella volvacea e Schizophyllum commune em 
caldo sabouraud dextrose a 28°C e 30°C sem agitação encontraram rendimento máximo 
de biomassa de 0,8g/30ml. 
Dentre as culturas mistas avaliadas neste trabalho a combinação de M. 
circinelloides ATCC 38313 e C. echinulata apresentou os maiores teores de lipídios 
6,73% ±0,0 e o melhor rendimento lipídico 0,06733±0,0 g/L e melhor rendimento de 
biomassa por dia de cultivo com 0,00056±0,0 g/L, seguido da combinação P. ostreatus 
e C. echinulata  que apresentou 0,52% ± 0,0 de lipídios e rendimento  de 0,00519±0,0 
g/L e o rendimento de biomassa por dia mais baixo dentre todas as combinações 
(0,00003±0,0 g/L). A combinação de P. ostreatus e M. circinelloides ATCC 38313 
apresentou o menor teor lipídico (0,37%±0,0) e o menor rendimento 0,00370±0,0 
g/L/dia e o segundo maior rendimento de biomassa por dia entre as culturas mistas 
0,00005±0,0 g/L. 
O uso de culturas mistas em CS de fungos filamentosos para obtenção de lipídios 
ainda não foi explorada, sendo que os resultados descritos na literatura se referem ao 
uso de microalgas. Zheng et al. (2018) em um cultivo misto de Rhodosporidium 
toruloides e microalgas oleaginosas Chlorella vulgaris relatou que houve aumento de 
até 23% quando comparado com a cultura pura. Ling et al. (2014) cultivou 
Rhodosporidium toruloides e Chlorella pyrenoidosa em águas residuais domésticas e 
observou conteúdo lipídico de 63,45%.  
 
 
5.4 Conteúdo de lipídio nos cultivos em estado sólido 
 
O uso de lipídios microbianos para suplementação e uso na alimentação na 
alimentação humana tem chamado a atenção, pois os microrganismos oleaginosos são 
capazes de produzir lipídios com um rendimento elevado e perfil de AGPI que são 
eficazes na promoção de saúde (CHEN e CHANG 1996; CHEN e LIU 1997; 
KAVADIA et al., 2001; GEMA et al., 2002; FAKAS et al. 2006; SANTAMAURO, 
2014; CARVALHO et al., 2015; LI et al., 2019; ).  
Neste trabalho, os cultivos em estado sólido foram realizados com aveia como 
substrato devido suas características químicas, pois sendo uma boa fonte de carbono e 
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quantidades adequadas de nitrogênio, é capaz de fornecer uma boa relação C/N, ideal 
para o crescimento microbiano e acumulação de lipídios, principalmente os AGPI 
(BÉLIGON et al., 2016; BELLOU et al., 2016). 
Na Tabela 11 são apresentados os resultados para a acumulação de lipídios 
microbianos nas culturas puras e mistas de C. echinulata, M. circinelloides ATCC 
38313 e P. ostreatus. Os teores de lipídios produzidos por cada cultura (mistas e puras) 
foram diferentes estatisticamente. Das seis culturas apenas P. ostreatus não representou 
incremento no teor lipídico em relação ao substrato utilizado, sendo que C. echinulata 
(4,29%±0,00) gerou o maior aumento de sete vezes o teor de lipídios no substrato 
(0,59%±0,00) e P. ostreatus teve o menor teor lipídico (0,11±0,00). 
 
Tabela 11. Produção de lipídios por fungos filamentosos em cultivo em estado sólido. 
Espécie ou Combinação Lipídios g/kg % Lipídios 
C. echinulata 42,90±0,00𝑔 4,29±0,00𝑔 
M. circinelloides 39,10±0,00𝑓 3,91±0,00𝑓 
P. ostreatus 1,08±0,00𝑎 0,11±0,00𝑎 
P. ostreatus 
M. circinelloides 
19,64±0,00𝑐 1,96±0,00𝑐 
P. ostreatus 
C. echinulata 
20,1±0,00𝑑 2,01±0,00𝑑 
M. circinelloides 
C. echinulata 
35,56±0,00𝑒 3,55±0,00𝑒 
Aveia 5,92±0,00𝑏 0,59±0,00𝑏 
Médias de triplicata e estimativa de desvio padrão. Condições de cultivo: as culturas foram 
mantidas a 25oC por 7 dias para culturas puras e cultura mistas de C. echinulata e M. 
circinelloides ATCC 38313 e 14 dias para culturas mistas de P. ostreatus. Valores expressos em 
matéria seca. Valores assinalados com letras diferentes na mesma coluna diferem 
significativamente (p < 0,05), segundo teste de Tukey. 
 
Os dados obtidos em CES seguiram o mesmo comportamento observado no CS, 
onde o maior percentual de lipídios foi obtido pelos fungos C. echinulata e M. 
circinelloides e pelo cultivo misto destas duas espécies.  
O teor lipídico produzido por C. echinulata neste trabalho é semelhante ao 
encontrado por Fakas et al. (2008) que cultivou este microrganismo em bagaço 
hidrolisado de tomate e após o processo fermentativo obteve incremento de 4%. Apesar 
desse incremento ser relevante quando considerado o substrato, por se tratar de um 
microrganismo que acumula entre 30% e 32% de lipídios (ALAKHRAS et al.,2015; 
KOSA et al., 2018) em seu peso seco o teor encontrado é baixo, indicando que as 
condições de cultivo não foram favoráveis ao acúmulo de lipídios.  
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Fakas et al. (2008) sugerem ao avaliar concomitantemente a expressão 
enzimática de C. echinulata que a ação das proteases no início do crescimento 
provavelmente resultou na liberação de grandes quantidades de nitrogênio assimilável 
que favorece a produção de biomassa em vez de lipídeo, uma vez que é necessária a 
depleção de nitrogênio para ativação da via de produção lipídica. 
M. circinelloides ATCC 38313 apresentou o segundo maior percentual de 
lipídico (3,91%±0,00%), representando um incremento de seis vezes o teor lipídico 
presente na aveia, porem esses valores estão muito abaixo dos encontrados por Qiao et 
al. (2018) que fermentou ramos de amora e obteve 28,8±2,85% e Ozsoy et al. (2015) 
que cultivando polpa de beterraba extraiu 25% de lipídios.  
Qiao et al. (2018) observaram em seu trabalho que a concentração de biomassa 
fúngica aumentou rapidamente até o máximo, e começou a diminuir ligeiramente após 
um determinado período de tempo, o rendimento lipídico seguiu o mesmo padrão, 
aumentando inicialmente e depois diminuiu o que pode ser atribuído ao uso dos lipídios 
de armazenamento para a produção de biomassa. E a justificativa para tal acontecimento 
é a redução da atividade de enzimas que decompõem açúcares, levando assim limitação 
do material disponível para fermentação o que levaria os lipídios armazenados a serem 
convertidos em nova biomassa. 
Da mesma forma, Lin et al. (2010) descobriram que a degradação lipídica 
ocorreu no CES de A. oryzae A-4 de acordo com a diminuição da atividade de celulase, 
podendo assim ser sugestivo que em fungos filamentosos a diminuição da degradação 
de carboidratos devido à baixa atividade de enzimática reduz o acumulo lipídico e leva 
utilização dos lipídios produzidos para formação de biomassa. 
Os cultivos mistos entre as linhagens de M. circinelloides ATCC 38313 e C. 
echinulata realizados em flocos de aveia apresentaram um percentual menor de lipídios 
acumulados comparados as culturas puras, indicando a possibilidade da presença dos 
dois microrganismos produzirem compostos que podem suprimir a síntese ou 
acumulação de lipídeo.  
Os teores lipídicos tanto da cultura pura quanto das culturas mistas de P. 
ostreatus foram os mais baixos quando comparados com as demais culturas, sendo a 
cultura pura o menor percentual encontrado (0,11±0,00%). Cavanches et al.(2015) 
encontraram teores lipídeo em P. ostreatus maiores que os encontrados no presente 
trabalho cultivando em diferentes substratos que variaram entre 1,30 e 2,40%, e 
ressaltaram que os menores teores correspondiam aos que continham aveia em sua 
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composição. Rahman et al. (2012) utilizando farelo de trigo e palha de arroz como 
substrato encontraram teores lipídicos que variaram entre 5,08 e 3,24% sendo o maior 
percentual encontrado no controle, que não possuía a presença de farelo de trigo. Esses 
achados podem sugerir que cereais não são substratos ideais para serem utilizados com 
a finalidade de aumento de lipídios ou ainda a necessidade de otimização desses 
substratos a bases de cereais para utilização por P. ostreatus. 
 
 
5.5 Aspectos nutricionais da biomassa fermentada 
 
A fermentação é um processo no qual um microrganismo utiliza matéria 
orgânica para obtenção de energia e nesse processo libera compostos metabólicos 
primários ou secundários. Processos fermentativos ocorrem na natureza de forma 
espontânea, desde os primórdios da humanidade é possível observar sua utilização para 
obtenção de novos produtos com valor agregado (WARD, 1991; TORTORA, 2006). 
O CES é um processo fermentativo realizado por microrganismos que crescem 
sobre substratos sólidos e úmidos. Estes atuam como fontes de nutrientes e sustentam o 
crescimento microbiano na ausência ou quase ausência de água. A CES não é uma 
tecnologia de bioprocessamento, uma vez que tem sido aplicada principalmente na 
região asiática desde a antiguidade, porém é uma técnica de grande interesse por agregar 
valor ao substrato fermentado (DULF et al., 2017; YAZID et al., 2017). 
O processo fermentativo teve como iniciativa o enriquecimento dos 
componentes centesimais da aveia; portanto, foram determinados os teores de 
carboidratos, proteínas, lipídios, umidade, cinzas e fibras e estão apresentados na Tabela 
12. 
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Tabela 12. Composição centesimal de biomassa seca fermentada por fungos filamentosos. 
Médias de triplicata e estimativa de desvio padrão. Condições de cultivo: as culturas foram mantidas a 25oC por 7 dias para culturas puras e cultura mistas de 
C. echinulata e M. Circinelloides ATCC 38313 e 14 dias para culturas mistas de P. ostreatus.Teor de umidade expresso em porcentagem (%). Valores de 
proteína, lipídeo, carboidratos, fibras e cinzas expressos em % de matéria seca. kcal expresso em 100g de matéria seca. Valores assinalados com a mesma letra 
na mesma coluna não diferem significativamente (p < 0,05), segundo teste de Tukey. 
 
Espécie ou Combinação Umidade Proteínas Carboidratos Fibras Cinzas kcal 
C. echinulata 50, 66±6,73𝑏𝑐 21,66±0,15𝑏 22,84±2,09𝑎𝑏 47,88±2,01𝑎𝑏 3,25±0,04𝑒 216,62± 7,93𝑏𝑐 
M. circinelloides 47, 63±2,84𝑏𝑐 20,46±5,50𝑏 13,98±5,68𝑎 58,75±1,47𝑏𝑐𝑑 2,87±0,32𝑑𝑒 173,02±5,60𝑎𝑏 
P. ostreatus 42, 66±1,90𝑏 3,39±1,65𝑎 31,52±8,66𝑏𝑐 63,31± 7,44𝑐𝑑 1,65±0,10𝑎𝑏 140,63±29,96𝑎 
P. ostreatus 
M. circinelloides 
50, 29±5,28𝑏𝑐 15,78±2,87𝑏 11,67±5,24𝑎 68,48±6,94𝑑 2,09±0,03𝑏𝑐 127,50±27,87𝑎 
P. ostreatus 
C. echinulata 
58, 23±4,21𝑐 3,31±0,28𝑎 41,79±3,56𝑐𝑑 50,52±3,33𝑎𝑏𝑐 2,34±0,02𝑐 198,54±13,37𝑏𝑐 
M. circinelloides 
C. echinulata 
49, 64±6,84𝑏𝑐 3,63±0,85𝑎 47,03±0,66𝑑 43,67± 1,43𝑎 2,42±0,06𝑐𝑑 234,69±5,77𝑐 
Aveia 11.36±1,07𝑎 15,03±2,61𝑏 40,32±3,29𝑐𝑑 42,49±4,97𝑎 1,55±0,29𝑎 226,75±20,31𝑐 
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A umidade é o fator ambiental que mais influencia o processo de cultivo em 
estado sólido, pois altos teores de umidade resultam em diminuição da porosidade, 
baixa difusão de oxigênio, aumento do risco de contaminação, redução do volume de 
gás e redução de troca gasosa. Porém, baixos níveis de umidade levam a um menor grau 
de crescimento e pouca utilização do substrato (CUNHA et al., 2016). Neste trabalho 
foram feitos testes prévios para ajuste do teor de umidade, sendo o melhor teor de 
umidade inicial encontrado para o crescimento de 40%. Após o processo de 
fermentação o teor de umidade nos substratos apresentou acréscimos da umidade inicial 
que variaram entre 2,66% e 18,23%. 
Houve diferença significativa entre P. ostreatus(42,66%±6,34), a combinação 
P. ostreatus e C. echinulata (58,23%±6,34) e aveia (11.36%±6,34), sendo que a aveia 
apresentou o teor mais baixo de umidade, porém é semelhante ao encontrado na Tabela 
Brasileira de Composição de Alimentos (TACO, 2011) que corresponde a 9,1%. Sales - 
Campos et al. (2011) que cultivaram P. ostreatus em diferentes resíduos de madeira e 
bagaço de cana encontrou 9,57 a 10,89%.   
Os maiores teores de proteína encontrados no presente trabalho foram 
observados com as culturas pura de C. echinulata e M. circinelloides ATCC 
38313(21,66±0,15% e 20,46±5,50%), proporcionando um acréscimo de 44% e 36%, 
respectivamente, em relação ao substrato não fermentado (15,02% ±2,61). Croatet al. 
(2016) utilizaram as linhagens de Aureobasidium pullulansNRRL-58522,A.pullulans 
NRRL-42023, A.pullulans NRRL-Y-2311-1, Trichoderma reesei NRRL-3653, 
Fusarium venenatum NRRL-26139, Pichia kudriavzeviie e M. circinelloides para 
fermentação de farinha de canola para o enriquecimento proteico e observaram um 
aumento de 9 a 23% de proteínas totais. 
Os teores de proteínas encontrados em P. ostreatus, e entre a combinação P. 
ostreatus e C. echinulata foram menores que o valor encontrado na aveia. Ergun e Uroc 
(2017) encontraram percentuais entre 1,97±0,08 e 0,168±0,01 de proteínas após 
fermentação por P. ostreatus de casca de batata seca e fresca respectivamente. O fungo 
P. ostreatus é um conhecido produtor de proteases extracelulares, principalmente 
tripsina, durante toda fase de crescimento do fungo (INÁCIO et al., 2015). Dessa forma 
como é possível observar neste trabalho os teores de proteínas são menores depois do 
processo de fermentação da aveia, podendo ser devido ao consumo de nitrogênio tanto 
para síntese de proteases quanto pela degradação das proteínas existentes no meio por 
proteases. 
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O teor de proteína na combinação M. circinelloides ATCC 38313 e C. 
echinulata foram menores depois do processo de fermentação da aveia. A combinação 
de culturas de microrganismos pode gerar compostos metabólitos que podem inibir ou 
ativar a produção de compostos, podendo aumentar ou diminuir compostos desejáveis 
(HESSELTINE, 1992; DENNIS et al., 2013; FUJIKAWA, MUNAKATA e SAKHA, 
2014;). No caso da combinação de C. echinulata e M. circinelloides ATCC 38313, o 
cultivo misto gerou baixos teores de proteínas quando comparados com as culturas 
puras, podendo ser justificado pela produção de algum composto metabólico que 
suprimiu a produção de proteínas, e menores teores quando comparado a aveia, 
indicando que houve degradação de proteína, sabendo-se do potencial de produção 
enzimática de M. circinelloides (SOUZA et al., 2015). 
Após o processo fermentativo houve redução significativa nos teores de 
carboidratos das culturas puras e a cultura mista de P. ostreatus e M. circinelloides 
ATCC 38313em relação ao substrato. Isso ocorre devido à utilização do carboidrato 
pelo microrganismo para obtenção de energia. Xie et al. (2015) demonstraram em seu 
estudo a capacidade de C. echinulataFR3, de degradar a lignina presente no substrato 
utilizado para produção em lipídios. Martínez et al. (2015)também afirmaram a capacidade 
de fungos em degradar carboidratos simples e complexos para sua utilização em atividades 
metabólicas, principalmente para conversão em lipídios. 
Com o influxo de carboidratos de digestibilidade rápida e alto índice glicêmico 
em nações desenvolvidas contribuiu para a epidemia de obesidade e doenças 
cardiometabólicas. Além disso, as dietas tradicionais à base de amido de alguns países 
em desenvolvimento provavelmente contribuíram para o aumento do risco de doenças 
crônicas, com a diminuição da atividade física e maior índice de massa corporal 
associado à rápida urbanização (LUDWIG, 2018). Dessa forma é desejável e importante 
o desenvolvimento de produtos alimentícios que tenham menores teores de carboidratos 
simples. 
A cultura mista de M. circinelloidesATCC38313 e C. Echinulata apresentou os 
maiores teores de carboidratos, inclusive maior que o encontrado na aveia. Sabendo que 
a celulose é a principal fração das paredes celulares de alimentos de origem vegetal, é 
linear e cristalina e é um homopolímero de unidades repetidas de glicose ligadas 
por ligações glicosídicas β(1-4), e os fungos oleaginosos usam primeiramente a celulose 
como fonte de carbono para crescer (QIAO et al., 2018), esse comportamento pode 
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indicar que houve uma grande degradação de celulose presente no substrato não 
havendo sido completamente utilizado para o metabolismo lipídico.  
P. ostreatus, C. echinulata apresentaram quantidades semelhantes de 
carboidratos ao do substrato, pois não houve diferença estatística. Isso pode indicar que 
as culturas mistas induziram maior secreção de enzimas lignocelulósicas que são 
capazes de aumentar a degradação de carboidratos complexos, principalmente os de 
parede celular. (LIN et al., 2010; CHEIRSILP e KITCHA, 2015;QIAO et al., 2018; ) 
Outra observação que pode ser feita é a associação entre os menores níveis de 
carboidratos estarem relacionados aos cultivos que apresentaram maior teor proteico, 
com exceção a cultura de P. ostreatus. Esses resultados podem estar relacionados ao 
fato de que os fungos utilizados neste CES terem alta capacidade de produção de 
enzimas que podem ser quantificadas como proteína, visto que o método aqui utilizado 
determina o teor de nitrogênio, elevando o teor proteico e diminuir o de carboidratos, 
pois as enzimas produzidas por esses fungos são principalmente celulases (LIN et al., 
2010; CHEIRSILP e KITCHA, 2015). 
Neste trabalho houve incremento de fibras em todas as culturas em relação ao 
conteúdo do substrato apesar da cultura M. circinelloides e C. echinulata não ter 
apresentado um aumento significativo estatisticamente, as demais culturas apresentaram 
um acréscimo em relação ao substrato que variou 11,2% e 61,16%. Croat et al. (2016) 
observaram em seu estudo um incremento entre 11,1% e 20,1% de fibras na composição 
de farinha de canola fermentada por M. circinelloides. Considerando a relação entre 
saúde e alimentação, a introdução de preparações mais saudáveis auxilia na manutenção 
da saúde. Nesse contexto destacam-se os efeitos positivos no consumo de fibras por 
seus inúmeros benefícios, que se devem principalmente pelo aumento do bolo fecal e do 
trânsito intestinal, redução dos níveis séricos de lipídios e insulina, maior saciedade, 
redução do risco de câncer de intestino e de doenças cardiovasculares, auxílio no 
controle e manutenção de peso corporal e tratamento de portadores de diabetes insulino-
dependentes (MIRA, GRAF e CANDIDO, 2009; MELLO e LAAKSONEN, 2009; 
LOTTENBERG, FAN e BUONACORSO, 2010; SOUZA, 2011; BERNAUD e 
RODRIGUES, 2013). 
Os teores de fibra encontrados neste trabalho para cultura pura de P. ostreatus 
(63,31±10,28%) são superiores ao encontrado por Bernadi et al. (2009) que 
encontraram em seu estudo um teor de 18,25% de fibra em P. ostreatus. Sales-Campos 
et al. (2011) encontraram teores de fibra entre 18,89 e 30,5%. Hoa, Wang e Wang 
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(2015) encontraram teores que variaram entre 22% e 29,25%. As culturas mistas que 
continham P. ostreatus também apresentaram os maiores teores de fibras, sugerindo 
assim que estes fungos apresentem um maior teor de celulose, hemicelulose e lignina 
em sua parede celular. 
A falta de qualquer hidrólise de fibra ocorre provavelmente devido a dois 
fatores: a presença de níveis suficientes de mono- e dissacarídeos durante o processo de 
fermentação evitando a indução de genes responsáveis pela produção de enzimas que 
hidrolisam fibras e a falta de tratamento prévio para tornar as fibras suscetíveis à 
hidrólise (CROAT et al., 2016). Neste trabalho foi possível observar que os maiores 
níveis de fibras foram encontrados justamente nos cultivos onde os teores de 
carboidratos foram menores, indicando assim que estes cultivos continham quantidades 
adequadas de monossacarídeos para utilização do fungo. Este fato levou a uma redução 
dos níveis de carboidrato presente no substrato e evitou assim a indução da produção de 
enzimas que degradam os carboidratos de parede celular, e que o oposto também 
aconteceu na combinação de C. echinulata e M. circinelloides ATCC 38313, onde 
houve os maiores teores de carboidratos e os menores de fibra. 
O conteúdo de cinzas diz respeito ao resíduo inorgânico ou matéria mineral 
remanescente após a completa combustão da matéria orgânica (SOUZA et al., 2017). 
Logo, este método é capaz de indicar o teor do conteúdo de mineral presente, no 
material avaliado. No presente trabalho, observou-se que houve um incremento 
significativo no conteúdo de minerais em comparação ao substrato, exceto para a 
cultura de P. ostreatus, que apesar do acréscimo, não apresentou diferença significativa. 
 Sales-Campos et al. (2012) encontraram teores de cinzas entre 6,10 e 
8,97%utilizando resíduos de madeira e bagaço de canapara fermentação deP. ostreatus. 
Bernadi et al. (2009) observaram um teor de 32,58% de teor mineral nos cultivos com 
P. ostreatus em fermentação de capim elefante pasteurizado. Christia et al. (2016) 
avaliaram o teor de cinzas de CES de cachos de dendê fermentado por Mucor indicus e 
encontraram valores de 2,3 a 5%. Há pouco ou nenhum estudo que determina os teores 
de cinzas em CES por fungos filamentosos, sendo mais comum encontrar a 
determinação para P. ostreatus. 
O aumento do teor mineral pode ser justificado pela fisiologia fúngica e 
mecanismo de digestão do substrato principalmente carboidrato que é uma fonte 
orgânica e fixando a matéria inorgânica (WALKER e WHITE, 2017). Desse modo é 
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possível relacionar ainda a diminuição de carboidrato e aumento do teor mineral nos 
CES.  
Alimentos processados tem sido considerado um dos fatores que contribuem 
para o aumento na prevalência de obesidade e doenças crônicas. E a recomendação da 
Organização Mundial da Saúde (OMS), é a redução do consumo de alimentos com alto 
teor de energia e de sódio, gorduras saturadas, gorduras trans e carboidratos refinados e 
pobres em nutrientes(OMS, 2003; BIELEMANN et al., 2015). 
Considerando que a OMS (2003) relata que houve um aumento significativo no 
consumo de calorias totais diárias de 2681 kcal para 3380 kcal e que 50% dessa energia 
provem de cereais e informa que o houve aumento significativo de doenças crônicas e 
excesso de peso, o desenvolvimento de alimentos que tenha o teor energético menor se 
faz importante. 
Neste trabalho é possível observar que após o processo de fermentação houve 
redução no valor energético da biomassa comparada ao valor energético observado na 
aveia, com exceção a cultura mista de M. circinelloides e C. echinulata (234,69±5,77 
kcal) ter apresentado um pequeno aumento, porém não significativo estatisticamente. Os 
valores de diários de referência com base numa dieta com 2000 kcal, da biomassa 
representam entre 6,37% e 11,73% e a aveia representa 11,33% do valor diário de 
referência. 
Silva et al. (2018) ao avaliarem a composição centesimal de farinha de amaranto 
encontraram valor calórico de 347,60 kcal em 60 g. Amaral et al. (2019) encontraram 
368,85 e 287,86 kcal por 100 g, em farinha de boicauva, despolpadas de forma manual e 
mecânica respectivamente. Cardoso et al. (2014) ao caracterizarem a farinha da casca de 
pequi encontraram valor calórico de 229,9 kcal. Isso indica que farinhas a base de 
cereais apresentam um alto teor calórico e que a redução do teor calórico encontrado 
neste trabalho se torna relevante considerando a necessidade do desenvolvimento de 
alimentos com teor calórico reduzido, porém com alto valor nutricional. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O uso de microrganismos para produção de compostos desejáveis tem se tornado 
um campo de estudo promissor devido sua aplicabilidade para produção industrial. 
Neste trabalho foram estudados os fungos filamentosos C. echinulata, M. circinelloides 
ATCC 38313, P. ostreatus, inicialmente foram feitos estudos para avaliação da 
capacidade de crescimento e interação entre os microrganismos através de culturas 
mistas. Foi possível observar interações entre M. circinelloides ATCC 38313 e C. 
echinulata do tipo entrelaçamento mútuo em BDA e inibição ao ponto de contato em 
MEA.A interação P. ostreatus e C. Echinulata apresentou invasão/substituição em BDA 
e entrelaçamento parcial em MEA ao passo que a interação entre P. ostreatus e M. 
circinelloides ATCC 38313apresentou entrelaçamento parcial em BDA e invasão em 
MEA. 
Ao desenvolver os cultivos em condições submersas foi possível encontrar 
rendimentos lipídicos semelhantes ao descrito pela literatura para linhagem de C. 
echinulata, porém abaixo do relatado para as demais linhagens. Os cultivos mistos para 
obtenção de lipídios nesse tipo de cultivo submerso são relatados apenas com uso de 
algas e isso demonstra a necessidade de mais estudos utilizando culturas mistas de 
fungos filamentosos.  
Os cultivos em estado sólido utilizando aveia como substrato como forma de 
enriquecimento lipídico apresentou teores abaixo que o descrito pela literatura para 
todas as espécies de fungos estudadas, porém ao avaliar a composição nutricional da 
biomassa obtida após a fermentação esta apresentou teores de proteínas, minerais e 
fibras elevados e o valor energético reduzido quando comparadas com a aveia.  
Não existem trabalhos que relatam a produção de biomassa fermentada por 
fungos filamentosos com objetivo de inserção na alimentação humana, tornando assim 
este trabalho valioso para futuros estudos que visam o desenvolvimento de alimentos 
enriquecidos nutricionalmente a base de cereais, visto que estes são responsáveis pela 
obtenção de energia e nutrientes por grande parte da população humana mundial e a 
associação do adoecimento por doenças crônicas devido a modificação na alimentação 
humana ao longo dos anos a utilização desse novo produto alimentício pode ser uma 
estratégia para produção de alimentos mais saudáveis com propriedades funcionais e 
nutracêuticas pela indústria de alimentos. 
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